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® DNA-Konstrukte zur Expression von Proteinen in der MilchdrUse transgener Saugetiere. 

@ Die Erfindung betrifft ein rekombinantes DNA-Konstrukt zur Expression von Proteinen in der Milchdruse 
transgener Saugetiere und nachfolgender Sekretion in die Milch, das die folgenden DNA-Berelche in der 
angegebenen Reihenfolge und in funktioneller Verknupfung zueinander enthalt: 

(1) eine Transkriptions-Kontrollregion aus einem Oder mehreren spezifisch in der MilchdrOse aktivierten 
Genen, 

(2) ein erster DNA-Sequenzbereich, der nicht translatiert wird, 

(3) eine DNA-Sequenz, die fur ein Signalpeptid kodiert. das eine Sekretion in die Milch erlaubt. 

(4) eine DNA-Sequenz. welche die genetische Information fur ein heterologes Peptid Oder ein Protein enthalt 
und 

(5) eine DNA-Sequenz, die eine Polyadenylierungsstelle und ein Transkriptions-Terminationssignal enthalt. 
Die Erfindung betrifft weiterhin einen rekombinanten Vektor. der ein solches Konstrukt enthalt, sowie 

Verfahren zur Gewinnung von Proteinen aus der Milch transgener Tiere. in deren Genom ein erflndungsgemafies 
DNA-Konstrukt integriert ist. 
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Seit langem ist eine Gewinnung von Proteinen wie z.B. Albumin. Rennin, Interleukinen. Interferonen. 
Blutgerinnungsfaktoren. Insulin. Wachstumshornnonen oder Somatostatinen aus Korperflussigkeiten Oder 
Gewebeextrakten von Mensch und Tier bekannt Ebenso bekannt sind die Probleme, die dabei auftreten: 
virale Infektionen (AIDS, Hepatitis) oder Immunreaktionen (Insulin). Weiterhin ist in vielen Fallen auch eine 
5 Befriedigung der Nachfrage mit diesen Verfaliren der Proteingewinnung nicht moglich (Insulin aus Schwei- 
nen, Renntn aus Kalbern). 

Eine weitere Moglichkeit zur Gewinnung von Proteinen besteht in der chemischen Vollsynthese. Dies ist 
jedoch nur bei Proteinen mit weniger als 50 Aminosauren moglich. Ein weiterer Nachteil dieses Verfahrens 
beruht auf der falschen Faltung und dem Fehlen der Glykosylierung bei chemisch synthetlsierten Proteinen. 
10 Anreicherungsverfahren von rekombinanten Proteinen aus Bakterien und Hefezelikulturen haben den 
Nachteil einer geringen Ausbeute. oftmals sind auch die Proteine falsch gefaltet (inclusion bodies), besitzen 
keine (Bakterien) oder die falsche (Hefen) Glykosylierung oder sie konnen aufgrund der Konstruktionsmog- 
lichkeiten nur mit einer veranderten Aminosaurenzusammensetzung hergestellt werden. Desweiteren enthal- 
ten die zur Herstellung verwendeten Mikroorganlsmen oft toxische Substanzen, die eine Anwendung in der 
IS Lebensmittelindustrie nicht zulassen (E, coli), oder bei der medizinischen Anwendung zu Immunreaktionen 
fuhren konnen. Diese Probleme Ziehen kostenintenslve Verfahren zur Aufreinigung und/oder Aktivierung der 
rekombinanten Proteine nach sich. 

Eine weitere Moglichkeit beruht auf der Gewinnung von rekombinanten Proteinen aus Kulturen hoherer 
Zellen (Abstammung: Mensch. Tier), Geringe Ausbeuten und mogliche Kontaminationen (DNA. Fremdpro- 
20 teine) fuhren auch bei dieser Art der Herstellung zu hohen Kosten. 

In jungster Zeit wurde die Produktion rekombinanter Proteine in der Milch transgener Trere als Losung 
dieser Probleme vorgeschlagen (R. Lathe et al., p. 91 bis p. 102 In: Exploiting New Technologies in Animal 
Breeding. Published by Oxford University Press 1986. eds. C, Smith, J.W.B. King and J.C. McKay). Die 
Erstellung transgener Tierlinien ist seit langerer Zeit moglich (Wagner et al., 1981. Proc. Natl. Acad. Sci. 
25 USA 78: 6376-80; Patente: WO 82/04443; WO 87/5325). 

Die gewebespezifische Expression von Proteinen unabhangig von der Art der Proteine wurde nachge- 
wiesen (Obersicht: Palmiter et Brinster. 1986. Ann. Rev. Genet. 20: 465-499). Auch die spezifische 
Expression von Proteinen in der Milchdruse transgener Tiere ist bekannt (Stewart et al. 1984. Cell 38: 627- 
37: Gordon et al. 1987. BIO/TECHNOLOGY 5: 1183-87; Pittius et al. 1988. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 
30 5874-78; Clark et al. 1989. BIO/TECHNOLOGY 7: 487-92; Andres et al. 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 
1299-1303; WO 88/10118; WO 88/00239; EP 0279 582, WO 88A)1648; EP 0264 166). 

So beansprucht die EP-A-0 264 166 eine DNA-Sequenz. die ein Gen enthSlt. welches fur ein Protein 
kodiert. wobei das Gen auf der DNA-Sequenz unter transkriptioneller Kontrolle eines Milchprotein-Promotors 
aus Saugetieren ist, welcher nicht natOrllchenweise die Transkription des Gens kontrolliert, wobei die DNA- 
35 Sequenz weiterhin einen Bereich enthalt. der die Sekretion des Proteins ermoglicht. 

Die WO 88/01648 beansprucht ein rekombinantes Expressionssystem, welches eine lactogen induzter- 
bare regulatorische Region und eine strukturelle Region, die fur ein heterologes Protein kodiert. enthMlt. Die 
regulatorische Region stammt vorzugsweise von a-Lactalbumin. 

Die EP-A-0 279 582 beansprucht eine rekombinante DNA. die eine Promotorsequenz. eine Enhancer- 
40 Sequenz, eine Signalpeptidsequenz und eine kodierende Sequenz enthsilt, wobei die Promoter-. Enhancer- 
und Signalpeptid-Sequenz von mindestens einem Milchdrusen-spezifischen Gen stammen und die Expres- 
sion der kodierenden Sequenz in der Milchdruse verbessern. Offenbart wird die Synthese des Ratlen-/3- 
Caseins und eines Chloramphenicolacetyltransferase-Fusionsproteins in der Milchdruse der Maus. 

Die WO 88/10118 beansprucht eine DNA-Sequenz. die einen milchspezifischen Promoter oder einen 
45 spezifisch im Brustgewebe aktivierten Promoter operativ mit einer DNA-Sequenz verknupft enthalt die fOr 
ein rekombinantes Protein kodiert, wobei die Verknupfung uber eine DNA-Sequenz geschieht, die fur ein 
Signalpeptid kodiert. das die Sekretion und Reifung des rekombinanten Proteins im Brustgewebe bewirkt. 
Gezeigt wird eine geringe Expression eines t-PA-Fusionsproteins in der Maus (0.2 bis 0,5 ug/ml in der 
Milch) und im Schaf. 

50 Die zur Expression von Proteinen in der MilchdrUse benutzten DNA-Konstrukte fuhrten bisher in alien 
Fallen zu geringen Ausbeuten oder/und zu Fusionsproteinen. so da/3 im wesentlichen die zuvor beschriebe- 
nen Nachteile der bekannten Verfahren zur Proteingewinnung nicht beseitigt werden. Daher war es die 
Aufgabe der voriiegenden Erfindung, nach einem verbesserten Expressionssystem zur Gewinnung von 
Proteinen auch ohne Fusionsanteil aus der Milch transgener Tiere zu suchen, das hohe Ausbeuten des 

55 gewunschten Proteins liefert sowie eine Aufreinigung des Proteins erleichtert. 

Durch die vorliegende Erfindung werden diese Probleme gelost. Die Erfindung beruht auf einem 
rekombinanten DNA-Konstrukt, das verschiedene Sequenzbereiche enthalt, die einerseits zu einer hohen 
Expression gewUnschter Proteine oder Peptide in der Milchdruse von transgenen Tieren fOhren und 

2 



BNSOOCID: <EP 0451 823A2_I_ > 



EP 0 451 823 A2 



andererseits die Sekretion der gebildeten Proteine in die Milch veranlassen. Die Aktivierung des rekombin- 

anten DNA-Konstrukts ist ausschllefilich auf die Milchdruse beschrankt. 

Die verwendeten DNA-Sequenzbereiche warden erfindungsgenna/3 zu einem gewebespezifisch in der 

Milclidruse aktiven DNA-Konstrukt zusammengefugt. das aus Promotor«, Enhancer- und Signalpeptidse- 
5 quenzen sowie aus spezifischen 5*- und 3'-nichttranslatierten und -transkribierten DNA-Bereichen besteht. 

Teile der verwendeten transkribierten DNA-Bereiche werden bei der Reifung des Primartranskripts zur 

mRNA durch Splei/Jvorgange entfernt. Desweiteren enthalt das DNA-Konstrukt auch einen fiir ein heterolo- 

ges Protein oder ein Peptid kodierenden Bereich, der gegebenenfalls durch Introns unterbrochen sein kann. 

DIese DNA-Sequenzen werden funktionell zu einer operativen Einheit verknupft. die in der Milchdruse 
10 positiv reguliert Ist und zu einer hohen Proteinexpression fuhrt So bewirkt die Integration eines erfindungs- 

gemaflen DNA-Konstrukts in die Keimbahn von Kaninchen oder Rindern, dali die Milch der resultierenden 

transgenen Tiere eine hohe Konzentration der rekombinanten Proteine aufweist. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist somit ein rekombinantes DNA-Konstrukt zur Expression von Proteinen 

in der Milchdruse transgener Saugetiere und nachfolgender Sekretion in der Milch, das die im folgenden 
75 aufgefuhrten DNA-Bereiche in der angegebenen Reihenfolge und in funktionefler Verknupfung zueinander 

enthalt: 

(1) eine Transkriptions-Kontrollregion aus einem oder mehreren spezifisch in der Milchdruse aktivierten 
Genen, 

(2) ein erster DNA-Sequenzbereich. der nicht translatiert wird, 

20 (3) eine DNA-Sequenz, die fur ein Signalpeptid kodiert, das eine Sekretion in die Milch erlaubt. 

(4) eine DNA-Sequenz, welche die genetische Information fur ein heteroioges Peptid oder ein Protein 
enthalt und 

(5) eine DNA-Sequenz. die eine Polyadenylierungsstelle und ein Transkriptions-Ternninationssignal ent- 
halt 

25 Der Begriff "funktionelle Verknupfung" bedeutet. dai3 die einzelnen DNA-Sequenzen jeweiis auf solche 
Weise miteinander verknQpft sind. so daB die Expression des erflndungsgemaden DNA-Konstrukts ein 
Voriaufer-Peptid Oder -Protein ergibt. aus dem nach Abspaltung einer Signalsequenz direkt das gewunschte 
Peptid Oder Protein, sofem gewunscht, ohne jeden Fusionsanteil entsteht. Die Verknupfung der einzelnen 
DNA-Abschnitte zum erfindungsgemafien DNA-Konstrukt erfolgt im Einzelfall mittels molekularbiologischer 

30 Techniken, die dem Fachmann auf diesem Gebiet an sich bekannt sind. In einigen Fallen ist es moglich, 
Fragmente von Genen direkt durch Ligation miteinander zu verknupfen. In den meisten Fallen ist es jedoch 
zur Herstellung eines erfindungsgemaflen DNA-Konstrukts erforderlich, Fragmente von Genen uber synthe- 
tisch hergestellte DNA-Fragmente zu verknupfen. Weiterhin Ist es auch moglich, das gesamte DNA- 
Konstrukt Oder wesentliche Telle davon durch die Verknupfung synthetlscher DNA-Fragmente zu konstrule- 

35 ren. 

Der Begriff "Transkriptions-Kontrollregion" bedeutet einen Promoter- und Enhancer-Bereich, der die 
gewebespezifische Initiation und Aktivierung der Transkription in der Milchdruse eines transgenen Tieres 
ermoglicht. Die Transkriptions-Kontrollregion stamrnt dabei von mindestens einem speziell in der Milchdru- 
se aktivierten Gen. wie z.B, vom a- oder /8-Lactoglobullngen oder von einem MItglied der Caseingen- 

40 Familie, z.B. vom a-Si -Caseingen. Besonders bevorzugt ist die Verwendung der Transkriptions-Kontrollre- 
gion des a-Si-Caseingens, insbesondere vom Rind Oder vom Kaninchen. Die Transkriptions-Kontrollregion 
mufl nicht aus einem einzigen Gen stammen, es ist auch moglich, die zur gewebespezifischen Expression 
des DNA-Konstrukts erforderlichen Regulationseiemente aus zwei Oder mehreren Genen zu entnehmen. 
Auf diese Transkriptions-Kontrollregion folgt ein erster DNA-Sequenzbereich. der nicht translatiert wird. 

45 Vorzugsweise enthalt dieser Bereich eine Sequenz, die fur das nichttranslatierte Exon I eines Ger:3 aus der 
Caseinfamilie (a-Su 0-S2, iS, K-Casein) kodiert. wobei besonders bevorzugt das Exon I aus dem a-Si- 
Caselngen venflrendet wird. Es folgt dann vorzugsweise eine DNA-Sequenz, die fOr ein erstes intron kodiert, 
wobei die DNA-Sequenz am Exon/lntron-Ubergang eine native Splice-Stelle eines Milchdrasen-spezifischen 
Gens, besonders bevorzugt des a-Si-Gaselngens sein soil. Der restliche Bereich des Introns mufl nicht aus 

50 einem MllchdrGsenspeziflschen Gen stammen, vorzugsweise venvendet man jedoch das erste Intron aus 
dem a-Si -Caseingen. 

Die VerknGpfung der fur das zu exprlmierende Protein kodierenden DNA-Sequenz mit den spezifisch in 
der Milchdruse zu hoher Expression fuhrenden DNA-Sequenzen geschieht (iber eine DNA-Sequenz, die fur 
ein Signalpeptid kodiert. welche zur Sekretion des Proteins aus den Zellen der Milchdruse in die Milch 
55 fOhrt. ErflndungsgemaiS werden vorzugsweise entweder die eigenen. fur ein Signalpeptid kodierenden DNA- 
Sequenzen des zu exprlmlerenden Proteins Oder die fur ein Signalpeptid kodierenden DNA-Sequenzen 
eines milchdrusenspezifischen Proteins verwendet. Besonders bevorzugt werden hier die Signalsequenzen 
des of-Si-Caseingens von Rind oder Kaninchen eingesetzt. Die Sequenz des Signalpeptides ist so mit der 
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fur das Protein kodierenden Sequenz verknupft, da/3 beim Export des Proteins aus den Milchdrusenzellen 
dieses SIgnalpeptid exakt an der Verknupfungssteile abgespalten wird. so dai3 in der Milch das gewunschte 
Protein in der entsprechenden aktiven oder inaktiven Form voriiegt. 

Das erfindungsgemaCe DNA-Konstrukt enthalt femer die genetische Information fCir ein zu exprimieren- 

5 des heterologes Protern oder Peptid. Der Begriff "heterolog" bedeutet dabei. dai3 sich die kodierende DNA- 
Sequenz unter Kontrolle einer fremden Transkriptlons-Kontrollregion befindet. Die Expression der kodieren- 
den DNA-Sequenzen fuhrt zur Syntiiese eines inaktiven Propeptides, eines reifen, aktiven Proteins und, 
sofern gewOnscht. auch eines Fusionsproteins in der MilchdrOse. Die Wahl einer dieser Moglichkeiten kann 
jeweils nach den Bgenschaften und dem Verwendungszv/eck des exprimierten Proteins erfolgen. Milchver- 

10 andernde Proteine werden bevorzugt in einer inaktiven Form exprimiert. So wird Rennin (oder Chymosin, 
EC 3.4.23.4) bevorzugt in der inaktiven Form Prorennin (oder Prochymosin) gebildet. Proteine, welche keine 
Veranderung der Milch bewirken, z.B. menschiicher IGF-I (Insulin-atinlicher Wachstumsfaktor I) und 
menschliches Albumin dagegen werden bevorzugt in der reifen Form gebildet. Die Synthese eines 
Fusionsproteins kann z.B. von Nutzen sein, wenn der Fusionsanteil eine ieichtere Reinigung des Produkts 

IS (z.B. durch Affinitatschromatographie) ermoglicht und anschlieiSend durch eine spezifische Spaltung (z.B. 
chemisch oder proteolytisch) entfemt werden kann. 

Als genetische Information fur das entsprechende Protein kann man entweder genomische DNA- 
Sequenzen, die entsprechenden cDNA-Sequenzen oder eine Kombination dieser Sequenzen verwenden. 
Ebenso sind aber auch uber Oligonukleotidsynthese hergestellte, totalsynthetische, fur ein Protein kodieren- 

20 de Sequenzen geeignet. Die Erfindung beinhaitet weiterhin die Verwendung beliebiger Kombinationen aus 
genomischen DNA-Sequenzen, cDNA-Sequenzen und chemisch synthetislerten DNA-Sequenzen, die fCir ein 
Protein oder verschiedene Proteine kodieren und zu dem gewunschten Produkt fuhren. Vorzugsweise 
achtet man bei der Konstruktion synthetischer DNA-Sequenzen auf die dem Fachmann bekannte Benut- 
zungshaufigkeit der Nukleinsaure-Ck>dons in der zur Erzeugung transgener Tiere jeweils verwendeten 

25 Tierart. 

An das Stopcodon der fur das zu exprimierende Protein kodierenden DNA-Sequenz schlieflt sich 
entweder unmittelbar eine DNA-Sequenz an, welche eine Polyadenylierungsstelle und Transkriptions- 
Terminations-Steile enthalt, oder bevorzugt ein zweiter nicht-translatierter DNA-Sequenzbereich. der einen 
Exon/lntron-Obergang enthSlt. Vorzugsweise handelt es sich dabet um eine DNA-Sequenz, die den 
30 Exon/Intron-Ubergang zwischen dem vorletzten Exon und dem ietzten Intron eines Gens der Caseingen- 
Familie, besonders bevorzugt dem a-Si -Caseingen enthalt. 

Diesem Exon/lntron-Obergang folgt vorzugsweise eine DNA-Sequenz. die fGr ein weiteres Intron kodiert. 
Es folgt dann darauf die DNA-Sequenz, die eine Polyadenylierungsstelle und ein Transkriptions- 
Terminations-Stelle enthalt. 

35 Polyadenylierungsstelle und Transkriptions-Terminations-Stelle der in der Erfindung verwendeten DNA- 
Konstrukte konnen dem eigenen Genbereich des zu synthetisierenden Proteins oder einem milchdrusen- 
spezlfischen Gen entnommen werden. Vorzugsweise wird die Polyadenylierungsstelle des a-Si-Gaseingens 
verwendet. ErfindungsgemaiS konnen auch kunstliche, chemisch synthetisierte Terminationssequenzen (z.B, 
beschrieben in Levitt et a! 1989, Genes and Development 3: 1019-1025) verwendet werden. 

40 Im Anschluss an die Polyadenylierungsstelle werden vorzugsweise in den verwendeten DNA-Konstrukten 
weitere nichttranskribierte und nichttranslatierte S'-DNA-Sequenzen benutzt. welche eine Expression for- 
dern. Diese Sequenzen stammen aus dem ursprunglichen, von dem zu synthetisierenden Protein stammen- 
den Genbereich oder von eInem milchdrusenspezifischen Gen. Vorzugsweise wird hierzu der a-Si- 
Caseingenbereich des Rindes oder des Kaninchens verwendet. 

45 Erfindungsgemafi bevorzugt werden die DNA-Bereiche zu einer Expressionskassette zusammengesetzt, 
deren 5*- und 3'-Ende durch Anfugen von Oligonukleotiden so modifiziert ist. dafi die Abtrennung dieser 
Expressionskassette von einem grofleren DNA-Komplex durch vollstandige Spaltung mit Restrlktionsenzy- 
men moglich ist, ohne da/J dabei die Expressionskassette zerstort wird. Dabei verwendet man vorzugsweise 
Schnittstellen filr Restriktionsenzyme, welche eine eukaryotische DNA statistisch selten schneiden. Dadurch 

50 ist es moglich, die Expressionskassette von DNA-Bereichen abzuspalten, die zur Replikation in Bakterien 
befahigt sInd und eine genomische Integration bei der Erzeugung transgener Tiere storen. Vorzugsweise 
werden soiche Enzyme und ihre Schnittstellen verwendet, die 8 Basenpaare als Erkennungssequenz 
besitzen oder/und in ihrer Erkennungsstelle mindestens einmal, besser mehrmals, die in eukaryontischer 
DNA seltene Basenfolge CpG besitzen wie z.B. Sail. NotI, Sacll. Pvul. So spalten Enzyme mit einer 

55 Erkennungssequenz, die zweimal die Basenfolge CpG enthalt, eine eukaryotische DNA statistisch nur ca. 
alle 150 kb. Mit Hilfe der erfindungsgemaflen Expressionskassette kann jedes beliebige Protein in aktiver 
Oder inaktiver Form, in reifer Form oder als Bestandteil eines Vorlaufer- bzw. eines Fusionsproteins in hoher 
Ausbeute spezifisch in der Milch transgener Tiere gebildet werden. 
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Weiterhin ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein rekombinanter Vektor. der ein erfindungs- 
gemafies DNA-Konstrukt enthalt. Dabei ist die Art dieses Vektors beliebig, d.h. es kann ein eukaryontischer 
Oder ein prokaryontischer Vektor sein, er kann zur Integration in ein Genonn oder zur extrachromosomalen 
Replikation fahig sein. Alle derartige Vektoren sind dem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie 
5 bekannt. Man kann den rekonnbinanten Vektor zur Vermehrung der erfindungsgemaflen DNA-Konstrukte 
verwenden. man kann jedoch auch einen rekonnbinanten Vektor herstellen. der zur Integration von erfin- 
dungsgennaBen DNA-Konstrukten in die Keinnbahn von Saugetieren geeignet ist, z.B. ein replikationsdefek- 
ter Retrovirus. (Ubersicht: Palmiter et Brinster, (1986), Ann. Rev. Genet. 20:465-499). 

Weiterhin ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Gewinnung von Proteinen 

10 aus der Milch transgener Saugetlere, wobei man ein erfindungsgemafles rekombinantes DNA-Konstrukt 
Oder einen rekombinanten Vektor, welcher das erfindungsgemafie DNA-Konstrukt enthalt, in die Keimbahn 
eines Tieres einbringt, wobei ein transgenes Tier entsteht, und das Protein auf ubiiche Weise aus der Milch 
des Tieres Oder seiner weiblichen Nachkommen isollert. 

Fur das erfindungsgema/Je Verfahren ist es nicht entscheidend, auf welche Art die transgenen Tiere 

75 erzeugt werden. Bevorzugt werden die transgenen Tiere durch Mikroinjektion in den Pronukleus einer 
Keimzelle erzeugt. Es ist jedoch auch moglich, andere dem Fachmann bekannte Verfahren zur Herstellung 
transgener Tiere zu verwenden. So kann z.B. ein retroviraler Vektor konstruiert werden, der das erfindungs- 
gemafle Konstrukt enthSIt, und den man dann in den Genom eines Tieres einbringen kann. Die Embryonen 
Oder die geborenen Tiere werden auf Integration der Konstrukte uberpruft. Positive, mindestens eine 

20 vollstandige Kopie des Expressionssystems enthaltende Tiere (Primartiere) werden zur Aufzucht verwendet. 
Positive Tiere werden vermehrt und deren Nachkommen (F 1 -Generation) ebenfalls auf Gehalt des 
Transgens uberpruft. Ubiicherweise wird das Transgen Liber die Keimbahn von den Primartieren auf die F 
1-Gernation nach den Mendelschen Vererbungsregein ubertragen. 

Von positiven weiblichen Primartieren wird in der Laktationsperiode die Milch auf Gehalt des Proteins 

25 uberpruft. Von positiven manniichen Tieren werden weibliche F 1 -Nachkommen oder weibliche Nachkom- 
men einer spateren Generation bezuglich der Bildung des Proteins in ihrer Milch getestet. Positive Tiere, 
deren Nachkommen oder die selbst in ihrer Milch die rekombinanten Proteine bilden. werden durch 
Vermehrung zur Aufzucht stabiler Tieriinien verwendet. 

Die rekombinanten Proteine werden aus der Milch nach ubiicherweise bekannten, fur das jeweilige 

30 Protein geeigneten Verfahren isoliert. Erfindungsgema/3 wird die Isolation der rekombinanten Proteine 
erieichtert durch eine geeignete Auswahl der zur Erzeugung transgener Tiere verwendeten El- und 
Samenzellen. Dieses Auswahlverfahren wird dann durchgefuhrt, wenn normalerweise ein endogenes, zum 
rekombinanten Protein homologes, Protein in der Milch vorliegt. In diesem Fall werden Keimbahnzellen zur 
Erzeugung transgener Tiere herangezogen. die aufgrund genetischer Bedingungen das entsprechende 

35 endogene Protein nicht in der Milch bilden. Die genetischen Bedingungen sind entweder naturlicher Art 
Oder konnen durch gezielte Manipulation erreicht werden. Vorzugsweise wird daher z.B. zur Gewinnung von 
menschlichem Serumalbumin aus der Milch transgener Tiere eine Variante gewahit die kein eigenes 
Serumalbumin bildet (Esumi et al. (1982). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:734-738; Inoue (1985). Hepatology 
5:892-898). 

40 Die Erfindung beinhaltet auch eine Auswahl von Keimbahnzellen zur Erzeugung transgener Tiere von 
einer Spezies, die in ihrer Milch bezuglich der Aminosauresequenz ein zum rekombinanten Protein 
voilstandig homologes Protein bildet. Diese Homologie kann naturlicher Art sein oder auf einer genetischen 
Variante beruhen. Vorzugsweise wird der reife. menschliche IGF-I in der Milch transgener Schweine und 
Binder gebildet, deren endogener reifer IQF-I die Identische Aminosauresequenz besitzt. 

45 Erfindungsgemae ist auch die Gewinnung eines aus zwei Oder mehreren Untereinheiten zusamrr s: ge- 
setzten Proteins aus der Milch eines transgenen Tieres moglich. Dies geschieht so, daj3 man ein transgenes 
Tier verwendet, das zwei Oder mehrere verschiedene erflndungsgemafle DNA-Konstrukte in sornem Genom 
Integriert besitzt. Somit beinhaltet die Erfindung auch ein Verfahren zur Herstellung transgener Tiere, die 
zwei Oder mehrere verschiedene Fremdgene in ihrem Genom integriert besltzen. DafGr existieren zwei 

60 M5glichkeiten. So kann man zwei transgene Tiere der gleichen Art. die aber jeweils ein verschiedenes 
Fremdgen, vorzugsweise in Form eines erfindungsgemaflen DNA-Konstrukts in ihrem Genom integriert 
besltzen, auf Gbliche Weise (z.B. durch Mikroinjektion in die Keimzellen) herstellen. diese Tiere oder deren 
Nachkommen miteinander kreuzen und aus den Nachkommen dieser Kreuzung diejenigen transgenen Tiere 
auswahlen, welche gleichzeitig fur die verschiedenen Fremdgene beider Elterntiere positiv sind. Anderer- 

55 seits kann man auch ein transgenes Tier mil zwei oder mehreren Fremdgenen in seinem Genom herstellen. 
indem man ein Fremdgen, vorzugsweise ein erfindungsgemafles DNA-Konstrukt in die Keimbahn eines 
Tieres einbringt, das bereits eines oder mehrere andere Fremdgene in seinem Genom integriert besitzt. Auf 
diese Weise sind transgene Tiere herstellbar, die beliebig viele aktive Fremdgene in ihrem Genom integriert 
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besitzen. Bei Verwendung von erfindungsgemaflen DNA-Konstrukten erfolgt eine gleichzeitige Sekretion von 
mehreren Proteinen oder Peptiden in die Milch, so dafl sich gegebenenfalls dort ein aus zwei Oder 
mehreren verschiedenen Unterelnheiten zusammengesetzter Proteinkomplex assemblleren kann. 

Welterhin ist somit ein Gegenstand der vorlisgonden Erfindung die Milch eines transgenen Tieres, das 

5 ein Oder mehrere rekombinante erfindungsgemafie DNA-Konstrukte in seinem Genom integriert enthalt. 

Die Erfindung beinhaltet die Expression jeglicher Proteine. Dies konnen inaktive Vorlauferproteine. 
aktive reife Proteine oder Teilproteine eines grofieren Proteinkomplexes sein sowie Teile eines Fusionspro- 
teins. Allein die kodierende DNA-Sequenz bestimmt die Form des kodierenden Proteins. Bel erfindungsge- 
rechter Verwendung der beschriebenen DNA-Sequenzen konnen z.B. Human- oder Tier-Serumalbumin, 

70 Urokinase. t-PA, Wachstumshormone. Interferone, Peptidhormone, Prorennin und andere Proteine gebildet 
werden. 

Fur die Verwendung erfindungsgemafl hergestellter Proteine besteht keine Einschrankung. Vorzugswei- 
se werden sie im medizinischen bzw. pharmazeutischen Bereich Oder in der Lebensmitteltechnik eingesetzt 
Besonders geeignet ist die Verwendung fur Zwecke in der Lebensmitteltechnoiogie, da die Begleitproteine 

75 des rekombinanten Proteins aus der Milch bei diesen Anwendungen nicht toxisch sind. Daher ist bei 
bestimmten rekombinanten Proteinen keine oder nur eine partielle Trennung von den Milchproteinen notig. 

SchlieBlich beinhaltet die Erfindung auch noch ein rekombinantes DNA-Konstrukt zur Hersteilung einer 
Expressionskassette, das anstelle des DNA-Bereichs, welcher die genetlsche Information fur ein heterologes 
Peptid Oder ein Protein enthalt. eine Klonierungsstelle zum Einbau eines derartigen DNA-Bereichs enthalt. 

20 Bei dieser Klonierungsstelle kann es sich um die Schnittstelle eines Restriktionsenzyms handeln. Vorzugs- 
weise handelt es sich um eine singulSre Restriktionsschnittstelle. d.h. um eine Schnittstelle, die nur einmal 
im gesamten DNA-Konstrukt vorkommt. Besonders bevorzugt enthalt diese Klonierungsstelle die Schnltt- 
stellen fur mehrere Restriktionsenzyme. wobei man gunstigerweise solche Restriktionsenzyme auswahlt. die 
im gesamten DNA-Konstrukt nur eine Schnittstelle besitzen. 

25 Die folgenden Beispiele sollen zusammen mit den Abbildungen 1 bis 5 die Erfindung besser verdeutli- 
chen. 

In den Abbildungen sind Exons sowie Konstrukte zueinander nicht mafistabgerecht wiedergegeben. 
Es zeigen: 

30 Abbildung 1: 



a-Si-Caseingenbereich des Rindes mIt Subklonen. siehe Beispiel 1 (die NuWeotidsequenz des Kon- 
strukts p19 ist in Anhang 1 dargestellt). 

35 Abbildung 2: 

Renningenbereich des Rindes mit Subklonen. s. Beispiel 2. 

Fur die Abbildungen 3.1 bis 3.14 bedeuten, sofem nichts anderes angegeben ist, die folgenden 
Symbole: 



40 



45 



- s Vektorb«r«5ch = Umea nichacodl«rtnd*s Exon 4m a-«1-Casains«ns 

- s a-»l-Cas«ng«nb«reich Q =Exond«s a-»1-Casting«ns 



so Abbildungen 3.1 bis 3^ 

VerknOpfung des Bovinen a-Si-Caseinpromotors mit dem Renningen, s. Beispiel 3a. 
Abbildungen 3.4 bis 3.6: 



55 



Verknupfung des Renningens mit dem a-Si-Caseinpromotor Qber den fQr das Signalpeptid des a-Si- 
Caseins kodierenden Bereich, s. Beispiel 3b. 
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Abbildungen 3.7 bis 3.8: 

Verknupfung des Renningens mit dem a-Si-Caseinpromotor,dem a-Si-Signalpeptid sowie 3*-nichttrans- 
latlerten Sequenzen des a-Si-Caseingens, s. Beispiel 3c- 

5 

Abbildungen 3.9 bis 3.10: 

Expresslonssystem fur menschlichen IGF-I unter Kontrolle 5'- und 3'-regufierender DNA-Sequenzen aus 
dem bovinen a-Si-Caseingenbereich. 

10 

Abbildung 3.11: 

Entwicklung einer Expressionskassette zur Synthese von Proteinen in der Milchdruse transgener Tiere. 
siehe Beispiel 3e. 

75 

Abbildungen 3.12 bis 3.14: 

Expressionssystem fur Rennin unter Kontrolle regulierender 5,- und 3'-Sequenzen aus dem bovinen a- 
Si-Caseinbereich unter Verwendung eines synthetischen Renningens, siehe Beispiel 3f (die kodierende 
20 Nukleinsauresequenz des synthetischen Renningens ist in Anhang 2a. die komplementare Nukleinsaurese- 
quenz in Anhang 2b dargestellt). 

Beispiele 

25 Methoden wurden - fails nicht besonders erwahnt - nach Maniatis et al. 1982. Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory und Ausubel et al. 1987, Cunrent Protocols in Molecular 
Biology, John Wiley & Sons durchgefCihrt. Enzyme wurden von Gibco-BRL, Chemikalien von Sigma 
bezogen, Ausnahmen davon sind gekennzeichnet. 

30 Beispiel 1 

Klonierung und Charakterisierung des a-Si-Caseingenbereichs des Rindes 

Der a-Si -Gaseingenbereich des Rindes wurde uber eine X-Genbank isoliert. Aus RInderlymphozyten 
35 (isoliert aus Rinderblut mit Ficoll Paque von Pharmacia LKB. gemafl den Angaben des Herstellers) isolierte 
DNA wurde mit dem Enzym Sau3AI (New England Biolabs) partiell gespalten. DNA-Fragmente im Groflen- 
bereich von 14 bis 21 Kb wurden uber einen Salzgradlenten angereichert. mit alkalischer Phosphatase 
(Boehringer Mannheim) behandelt und mit dem Vektor XEMBL3 (Genofit, Heidelberg: Lit.: Frischauf et al. 
1983. J. Mol. Biol. 170: 827-842) ligiert; wobei der Vektor zuvor mit den Enzymen BamHI und EcoRI 
40 gespalten worden war. Die ligierte DNA wurde in vitro mit einem X-Verpackungsextrakt (Stratagene, Giga 
Pack Plus) gemafl den Angaben des Herstellers verpackt. Die so erhaltenen X-Klone wurden auf dem E. 
coli-Stamm K803 vermehrt; aus 1x10^ ampllfizierten Klonen wurde eine Rindergenbank etabliert. 1x10^ 
Klone der Genbank wurden parallel mit zwei Oligonukleotiden (CP4 und CPS) durchmustert. Die Oligonu- 
kleotide 

45 

CP4: S-- ATC ACC TTC ATC ATC AAC CCA OCT TCC TOC TTC TTT CCA CTC TTG OCT TC -r 
CPS: r- ATG AAA CTTTCT ATC CTT ACCTGTCTTGTG GCT GTT GCT CTT 6CC -3* 

wurden gemSlS den publizierten Sequenzen von Bonsing und Mackinlay 1987. Journal of Dairy Research 
54: 447-461 (CP4: S. 451 ; CPS: S. 450) chemisch synthetlsiert (Cyclone. Milligen-Biosearch). Sie entspre- 
chen einem Tell des ersten. nichtkodierenden Exons (CP4) und dem fur das SIgnalpeptid kodierenden 
55 Bereich (CPS). Positive Klone. die mit beiden Proben hybridisierten. wurden durch Subklonierungen und 
Spalten mit Restrlktionsenzymen naher charakterisiert. Vom 5*- und vom 3'-Ende des Klons X84 wurden 
jeweils repititionsfreie Fragmente (p26 bzw. p84, Abb. 1) isoliert. Mit ihnen wurde die Rindergenbank erneut 
durchmustert, positive Klone wurden wie beschrieben charakterisiert. Durch Sequenzanalyse von pi 9 und 
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p86 (Abb. 1) konnte im Vergleich mit publizlerten Sequenzen (Stewart et al. 1984, Nucl. Acids Res. 12: 
3895-3907; Bonsing und Mackinlay 1987, Loc. cit, Yu-Lee et aL 1986, Nucl. Acids Res. 14: 1883-1902) 
gezeigt werden, dafl sowohl das 5'- als auch das 3'-Ende des RInder arSi-Caseingens, sowie daran 
anschliefiende Genbereiche, isoliert worden waren. Damit waren insgesamt 40 Kb des u-Si-Caseingenbe- 
5 reichs (Abb. 1) isoliert worden. 

Beispiei 2 

Klonlerung des Renningens des Rindes 

10 

1x10^ Klone der unter Beispiei 1 beschriebenen Rindergenbank wurden mit dem Oligonukleotid RN(5'- 
GAG GTG TCT CGT GGT GCT ACT TGC TGT CTT CGC TCT CTC CCA GGG CAC -3*) durchmustert. RN 
wurde chemisch (Cyclone. Milligen-Biosearch gemaiS der publizlerten Sequenz: Hidaka et aL 1986, Gene 
43: 197-203) synthetisiert; das Oligonukleotid RN entspricht einem Teil des ersten Exons des Renningens 

IS (Position 28 - 75, Hidaka et al. 1986. loc. cit.). Von dem Klon X522 (Abb. 2). der dabei erhalten worden war, 
wurde am 3 -Ende ein repltitionsfreles DNA-Fragment isoliert (p6. Abb. 2), mit dem die Genbank emeut 
durchmustert wurde, Dabei konnte der Klon X215/1 erhalten werden (Abb. 2), Beide Klone wurden durch 
Subklonierungen und Spalten mit Restriktionsenzymen charakterisiert. Durch Vergleich des Musters der 
Schnittstellen mit dem publizierten Bereich (Hidaka et al. 1986, loc. cit.) konnte gezeigt werden. da/3 beide 

20 Klone etnen ca. 33 Kb grofien Bereich des Renningens umfassen, das vollstandig in diesem Bereich 
enthalten ist (Abb. 2). 

Beispiei 3 

25 Konstruktion von milchdrusenspezifischen Expressionssystemen 

a) Verknupfung des bovinen a-Si -Caseinpromotors mit dem Renningen 

Ein mogliches Protein, das durch den beschriebenen ProzeB in der Milch transgener Tiere 
gewonnen werden kann. ist Rennin. Die Konstruktion wird dabei so gewahlt. da/5 Rennin in der inaktiven 
30 Form Prorennin gebildet wird, um eine Spaltung von Milchproteinen durch das aktive Rennin zu 
verhindem. 

Das im E. coli-Stamm WA321 (AB1157. dam-4; Dreiseikelmann et al. 1979. Biochim Biophys Acta 
562: 418-428) vermehrte Plasmid PI 9 (Abb. 1) wurde zunachst mit dem Enzym EcoRI partiell gespalten. 
anschlieCend wurde mit dem Enzym Bam HI der Spaltansatz vollstandig gespalten. Dadurch konnte das 

35 6,7 Kb Fragment, das an der EcoRI-Schnittstelle im Polylinker gespalten worden war, von den anderen 
Spaltprodukten abgetrennt werden. 

Dieses Fragment wurde mit Bell gespalten und das 4,2 Kb Spaltprodukt isoliert (Abb. 3.1), dies 
entspricht der Spaltung an Position 1485 (Anhang 1) des a-Si -Caseinpromotors. Die verwendete 
Spaltstelle liegt zwischen der TATA-box und dem Transkriptionsstart des a-Si -Caseingen, das Fragment 

40 enthMIt den unmittelbaren Promotorbereich. 

Zur problemlosen Kombination des a-Si-Caseinpromotorbereiches mit dem Renningen eignet sich 
die BstYI-Schnittstelle. die zwischen der TATA-Box und dem Transkriptionsbeginn des Renningens liegt 
und die aufgrund gleicher Uberhangender Enden problemlos mit der Bcll-Schnittstelle neu kombiniert 
werden kann. Dazu wurde das Konstrukt p9 (Abb. 2), das den Promotorbereich und das erste Exon des 

45 Rennins enthalt, mit Hindlll und EcoRI vollstMndig und anschliefiend mit BstYl partiell gespalten. Ein ca. 
2.9 Kb groBes Fragment wurde isoliert und mit dem Bcll/EcoRl-Fragment ligiert (Abb, 3.1). Mit dem 
Ligationsansatz transformierte E. coli HB101 wurden untersucht, durch Sequenzanalyse konnte gezeigt 
werden, dafl das Plasmid p33 (Abb. 3.1) auf dem 4,2 Kb insertierten Fragment die richtige Verkniipfung 
besafl. 

50 Der Bereich von Exon 2 bis Exon 5 des Renningens wurden zu dem Konstrukt hinzugefugt. indem 

p33 mit EcoRI partiell und Sail vollstandig gespalten (Abb. 3.2) und das 4,2 Kb Fragment isoliert wurde. 
das den a-Si-Caseingenpromotorbereich mit dem Exon 1 des Renningens enthielt. Dieses Fragment 
wurde mit einem 7.7 Kb Fragment ligiert (Abb. 3.2), das nach vollstandiger Spaltung mit Sail und 
partieller Spaltung mit EcoRI aus plO (Abb. 2) erhalten worden war (Abb. 3.2). Daraus wurde das 

65 Plasmid p34 (Abb. 3.2) erhalten, das den a-Si-Caseinpromotor sowie Exon 1-5 des Renningens 
enthielt. 

Um das volls^ndige Renningen verknOpft mit dem a-Si -Caseinpromotor zu erhalten, wurde zu- 
nachst das Plasmid p34 mit Hindlll linearisiert (Abb. 3.3) und mit alkalischer Phosphatase behandelt 
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(Boehringer Mannheim). Aus dem Plasmid pi 5 (Abb. 2) wurde nach vollstandiger Spaltung mit Hindlll ein 
5,5 Kb Fragment isollert (Abb. 3.3). das Exon 6 - Exon 9 des Renningens enthielt. Das Fragment wurde 
mit dem linearisierten p34 ligiert. daraus konnte p42 (Abb. 3.3) erhalten werden. welches das komplette 
Renningen enthielt. 

5 Bei Mikroinjektionsexperimenten zur Erzeugung transgener Tiere sto ren Plasmidanteile. Um das 

Expressionssystem einfach vonn Vektoranteil trennen zu konnen, wurde p42 durch partlelle Spaltung mit 
Hindlll llnearisiert und mit alkalischer Phosphatase (Boehringer Mannheim) behandelt. Die beiden 
phosphorylierten Oligonukleotide HS1 (5*- AGC TAG TCG ACT CTA GAC CGC GGT -3') und HS2 (5'- 
AGC TAG CGC GGT CTA GAG TCG ACT -3') wurden hybridisiert und mit dem linearisierten p42 ligiert. 

10 Durch Sequenzanalyse und Sall-Spaltung konnte gezeigt werden. dai3 p43 (Abb. 3.3) ein Oligonukleotld- 
paar an der richtigen Position enthielt; durch Spaltung mit Sail ist es moglich. das insertlerte Fragment 
des p43 vom Vektoranteil zu trennen. Nach Sail-Spaltung von p43 konnte ein 14,7 Kb Fragment isoliert 
werden, welches das Renningen unter Kontrolle des a-Si-Caseinpromotors enthalt. Signalsequenz und 
RNA-Terminationssignal stammen vom Renningen. 

75 b) Verknupfung des Renningens mit dem a-Si -Caseinpromotor uber den fur das Signalpeptid kodieren- 
den Bereich des a-Si-Caseingens 

Nach Spaltung des Konstruktes pi 9 (Abb. 1) mit Sad und Bglil wurde ein 5,6 Kb Fragment isoliert 
und mit dem Oligonukleotldpaar CIIR1/CIIR2 ligiert (Abb. 3.4). Das Fragment enthielt den Vektoranteil 
von pi 9 sowie den a-Si -Caseinpromotorantell bis zur Bglll-Schnittstelle an Position 2898 (Anhang 1), die 

20 kurz vor Beginn des zweiten Exons des a-Si-Caseingens liegt (Position 2900, Anhang 1). Die Oligonu- 
kleotide CIIR1 und CIIR2 wurden chemisch synthetisiert (Cyclone, Milligen-Biosearch), phosphoryliert 
und miteinander hybridisiert. Sie enthielten die kodierende Information fur das Signalpeptid des bovinen 
a-St-Caselngens verknupft mit den Aminosauren 1 bis 6 des bovinen Prorennins, sowie aus klonierungs- 
technischen Grunden weitere Sequenzen: 

25 

Bglll 

5'- GAT CTT GAC AAC CAT GAA ACT TCT - 
3 • - AA CTG TTG GTA CTT T6A AGA - 
-Casein -Signalpeptid 



35 

- CAT CCT TAC CTG TCT TGT GGC TGT - 
• GTA GGA ATG GAC AGA ACA CCG ACA - 

Prorennin 

40 _ 

II . 

TGC CAC TGA GAT CAC CAG - 

ACG GTG ACT CTA GTG GTC - 
Secl 



AGCT -3' 
-5' 



55 Durch Sequenzierung wurde bestatigt. 6aB der Klon p73 (Abb. 3.4) die Konstruktion in der richtigen 

Anordnung enthielt. Die BamHI-Schnittstelle im Oligonultleotidpaar CIIR1/CIIR2 ermoglichte eine Fusion 
an das zweite Exon des Renningens an der AminosSure 6 des Prorennins, wobei der Leserahmen 
erhalten blieb. Dazu wurde zunachst das Plasmid P10 (Abb. 2), das Exon 1-5 des Renningens enthielt, 

9 



30 



CIIRI 
CIIR2 



- TGC TCT 

- ACG AGA 



- GAT CCG 

- CTA GGC 

BsmHI 
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mit Sail vollstandig und BamHl partlell gespalten (Abb. 3.5). Ein 6,8 Kb Fragment, das den Vektoranteil 
von p10 sowie Exon 2 - 5 des Renningens enthielt, wurde nr^it einem 3 Kb Fragment llgiert. welches nach 
Spaltung von p73 (Abb. 3.4) mit den Enzymen BamHI und Sail erhalten worden war (Abb. 3.5). 

Der Klon p75 (Abb. 3.5) enthielt Exon 2 - Exon 5 des Renningens mit dem a-Si-Caseinpromotor 
uber das Signaipeptid «-Si -Caseins verknCjpft. Dor Vektoranteil wurde von p75 nach Spalten mit Sail und 
Hindlll entfernt (Abb. 3.6). das 7.1 Kb Fragment wurde mit einem 7,3 Kb Fragment ligiert, welches nach 
Spaltung von p43 (Abb. 3.3) mit Hindlll (vollstandig) und Sail (partiell) erhalten worden war (Abb. 3.6) und 
Exon 6-Exon 9 des Renningens enthalt. Der daraus resultierende Klon p77 (Abb. 3.6) enthielt die 
genetische Information fur das Prorennin. welches mit der fur das Signaipeptid des a-Si-Caseins 
kodierenden Sequenz verkniipft war. Daneben enthielt p77 den a-S ^aseinpromotor und das erste 
nichtkodierende Exon sowie das erste Intron des a-Si -Caseingens ::»rknupft mit der o-Si-Casein- 
Signalpeptidsequenz in der naturlichen Anordnung. Terminationsslgnal und Polyadenylierungsstelle 
stammen vom Renningen. Durch Spaltung mit Sail konnte das Expresstonssystem vom Vektoranteil 
getrennt werden. 

c) Verknupfung des Renningens mit dem a-Si-Caseinpromotor, dem o-Si -Signaipeptid sowie 3*- 
nichttranslatierten Sequenzen des cr-Si-Caseingens 

Das Konstrukt p86 (Abb. 1) wurde mit BamHI und Sail gespalten und mit dem Oligonukleotidpaar 
BSI/BSII (BSI: 5'- GAT CTG GGG TCT OCT ACC ATC G -3': BSII: 5*- TCG ACQ ATG GTA GGA GAC 
CCC A -3') ligiert (Abb. 3.7). BSI und BSII waren chemisch synthetisiert worden (Cyclone. Millingen- 
Biosearch). Damit wurde die BamHI-Schnittstelle entfernt («a. p87: Abb. 3.7). Das Konstrukt p87 wurde 
mit EcoRI linearisiert und mit dem Oligonukleotidpaar C3'RI/C3'RII ligiert (Abb. 3.7). Die Oligonukleotide 
C3'RI und C3'RII: 

C3'RI AAT TGT CGA CGC ATC CTC CGG - 

C3'R11 3*-CA GCT GCC TAG GAC CCC - 

C3'R2 - GAT GTT TTC ATC CGA GA6 TAT - 

C3*RZZ - CTA CAA AAG TAG GCT CTC ATA - 

C3'RI - TAC AGC GTC TTT GAC AGG GCC - 

C3 • Rll - ATG TCG CAG AAA CTG TOC CGG • 

C3'RI - AAC AAC CTC GTG GGG CTG GCC - 

C3'RII - TTG TTG GAG CAC CCC GAC CGG - 

C3'R1 - AAA GCC ATC TGA GGA GTC AAG - 

C3 • Rll - TTT CGG TAG ACT CCT CAG TTC - 

C3'RI - TG -3' 

C3'RI2 - ACT TAA 

waren chemisch synthetisiert worden (Cyclone. Milligen-Biosearch) und enthielten den kodierenden Teil 
des neunten Exons 3'-seitig von der BamHI-Schnittstelle bis zum Stopkodon, daran anschlleflend den 3'- 
nichtkodierenden Bereich nach dem Stopkodon des a-Si-Caseingens bis zur EcoRI-Schnittstelle 
(Position 724, Stewart et al. 1984, Nucl. Acids Res. 12: 3895-3907). Durch Sequenzierung wurde 
bestatigt, da/5 der Klon p94 das Oligonukleotidpaar in der richtigen Orientierung enthielt. Das Konstrukt 
p94 wurde mit Sail partiell und BamHI vollstandig gespalten (Abb. 3.8). Ein 6.2 Kb Fragment enthielt den 
Vektoranteil sowie das vollstandige Insert. Dieses Fragment wurde mit einem 10,7 Kb Fragment ligiert 
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(Abb. 3.8). das nach Spaltung von p77 (Abb. 3.6) mit Sail (vollstandig) und BamHI (partiell) erhalten 
wurde (Abb. 3.8). Dieses Fragment enthielt das vollstandige Expressionssystem des p77 mit Ausnahme 
des 3*-Anteils nach der BamHI-Schnittsteile im neunten Exon des Renningens. Das Konstrukt p99 (Abb. 
3.8) enthielt nun ein Expressionssystem. das dem von p77 (s. Belspiel 3b) entsprach, bei dem jedoch 

5 der 3'-Bereich des Renningens unmittelbar nach dem Stopkodon ersetzt durch den unmittelbar an das 
Stopkodon des a-Si-Caseingens anschlieSenden DNA-Bereich worden war. Dieser Bereich enthalt neben 
einem Intron ein Exon, das die Signale fiir die Termination der Transkription und fur die Polyadenylie- 
rung enthielt. Auf diese Weise wurde eine Expressionskassette konstruiert. die 5'- und 3-regulierende 
Sequenzen aus dem a-Si-Caseingenbereich sowie fur Prorennin kodierende Sequenzen enthalt. Sie 

10 kann durch Sall-Spaltung des Plasmids p99 vom Vektoranteil getrennt werden. 

d) Expressionssystem fur menschlichen IQF-I unter Kontrolle 5.- und 3'-regulierender DNA-Sequenzen 
aus dem bovinen a-Si-Caseingenbereich 

Das Konstrukt pi 9 (Abb. 1) wurde mit EcoRI partiell und Bglll vollstandig gespalten (Abb. 3.9). Ein 
5.6 Kb Fragment wurde isoliert. das den a-Si -Caseinpromotorberefch, das erste nichtkodierende Exon 

75 sowie Intron A bis Position 2898 (Anhang 1) enthielt. Mit diesem Fragment wurde ein anderes DNA- 
Fragment ligiert. das aus den. 6 Oligonukleotiden IF1 - IF6 bestand. die chemisch synthetisiert worden 
waren (Cyclone, Milligen-Biosearch). 

Dazu waren zunachst die Oligonukleotlde IF1 und IF2. IF3 und IF4 sowie IF5 und IF6 getrennt 
hybridisiert worden. Die Hybridisierungsansatze wurden zusammengegeben und ligiert (Abb, 3.10 a), 

20 bevor sie mit dem aus pi 9 isolierten Fragment (s.o.) ligiert wurden (Abb. 3.9). Die Oligonukleotlde IF1 - 
IF6 enthalten die Information ab Position 2899 (Anhang 1) des bovinen a-Si-Caseingens bis zum Ende 
des fur das SIgnalpeptId kodierenden Bereichs (Position 2956). Direkt daran schliefit im Leserahmen ein 
DNA-Bereich an, der die Information fCir das reife menschliche IGF-1 tragt (Aminosauresequenz: 
Tavekkol et al. 1988, MoL Endo. 2: 648-681). Die Nukleinsaure-Kodons wurden nach der Benutzungshau- 

25 figkeit im Kaninchen ausgewahit (nach einer Methode von R. Lathe 1985, J. Mol. Biol. 183: 1-12). An 
diesen Bereich anschliefiend folgt ein Stopkodon, der 3*-nichttranslatierte Bereich des a-Si -Caselngens 
(siehe Beispiel 3c) bis zur EcoRI-Schnittstelle an Position 724 (Stewart et al. 1984. Nucl. Acids Res. 12: 
3895-3907) sowie weitere, fur den Klonlerungsvorgang wichtige Sequenzen (Abb. 3.10b). 

Durch Sequenzierung wurde bestatigt, dai3 der Klon p98 (Abb. 3.9) die korrekte Information enthielt. 

30 Das Konstrukt pgs wurde mit EcoRI partiell und BamHI vollstandig gespalten. Das isollerte 5,9 Kb 
Fragment, das den Vektoranteil sowie das Insert von p98 enthielt, wurde mit dem 3.5 Kb EcoRI/BamHI 
Fragment aus p86 (Abb. 1) ligiert (Abb. 3.9). 

Das Konstrukt pi 00 wurde durch Restrlktionsschnitt charakterisiert, es enthielt die IGF-I Expressions- 
kassette in der korrekten Orlentlerung. Die IGF-I-Expresslonskassette benutzt zur Steigerung der Expres- 

35 slon die Splelfistellen des ersten und des letzten Introns des bovinen a-Si-Caseingens sowie diese 
Introns selbst. In der Expressionskassette ist die fur das reife IGF-I kodierende Sequenz uber die 
Signalsequenz des orSi -Caseins mit dem a-Si -Caseinpromotorbereich und dem ersten Intron des a-Si- 
Caseingens verbunden. Im AnschluB an das Stopkodon folgt eine 3,5 Kb 3*-Sequenz des a-Si- 
Caseingens. welche die DNA-Sequenz ab dem Stopkodon des a-Si-Caseingens, das letzte Intron sowie 

40 das letzte, nichttranslatierte Exon des bovinen a-Si-Caseingens und weitere nichttranslatierte 3'-Sequen- 
zen enthalt. In diesem Exon sind die Signale fur die Polyadenylierung enthalten. Die Expressionskassette 
kann vom Vektoranteil nach Sall-Spaltung abgetrennt werden. 

e) Entwicklung einer Expressionskassette zur Synthese von Proteinen in der Milchdruse transgener Tiere 

Das Konstmkt pido (Abb. 3.9) wurde mit EcoRI partiell und mit Bgllll vollstandig gespalten (Abb. 

46 3.11). Das linearisierte 9,1 Kb gro/3e Fragment wurde mit dem hybrldisierten Oligonukleotidpaar 
BgEI/BgEII ligiert. Die zueinander komplementaren Oligonukleotide BgEI (5*- GAT CTA GAG TAG GGT 
AAG GGT TGC TG -3') und BgEII (5'- AAT TCA GCA ACC CTT ACC CTA GTC TA -3') waren chemisch 
synthetisiert worden (Cyclone, Milligen-Biosearch). Das daraus resultlerende Konstrukt pi 15 (Abb. 3.11) 
enthielt das Oligonukleotidpaar. Durch partielle Spaltung von pi 15 mit EcoRI und nachfolgender 

50 Spaltung mit Bglll konnte ein 9.1 Kb Fagment isoliert werden, das 5.- und 3'-Antei!e des o-Si- 
Caselngenberelchs enthielt. Uber die Bglll- und EcoRI-Schnlttstellen konnen beliebige. fUr Proteine 
kodierende DNA-Fragmente mit dem aus pi 15 isolierten Fragment verknUpft werden und zur Expression 
in der Milchdruse transgener Tiere verwendet werden (s. nachfolgendes Beispiel). 

f) Expressionssystem fur Rennin unter Kontrolle regulierender 5'- und 3*-Sequenzen aus dem bovinen a- 
55 Si -Caseingent)erelch unter Verwendung eines synthetischen Renningens 

Aus 26 Oligonukleotiden wurde ein synthetisches Renningen gebildet, das die Information fOr die 
Bildung des Prorenning verknOpft mit dem Signalpeptid bovinen a-Si -Caseins enthielt. Die DNA- 
Sequenz des Prorennins wurde gemSiS der Aminosauresequenz (Hidaka et al. 1986, Loc. ciL) gewahlt. 
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Vorzugsweise warden die naturlichen Kodons verv/endet. aus klonierungstechnischen Grunden wurden 
jedoch Enzymschnittstellen hinzugefugt Oder deletiert. Folgende Olrgonukleotide wurden nach der 
Sequenz des kodierenden Stranges (Anhang 2a) gebiidet: 



Nummer 



Position 











3 ' 


70 


ROl 


c 
3 








R03 


1 on 
X u u 




X X w 




H05 


Z X X 




315 


75 


R07 


^ xo 




4 lO 




R09 


417 




518 




Rll 


519 




609 




R13 


610 




699 


20 










R15 


700 




789 




R17 


790 




872 




R19 


873 




949 


25 


R21 


950 




1034 




R23 


1035 




1119 




R25 


1120 




1209 



+5'- GGG AGCT -3' 



30 



Nach der Sequenz des dazu komplementaren Stranges (Anhang 2b) wurden die folgenden Oligonu- 
kleotide synthetisiert: 



35 



Nuxnmer 



Position 
5' - 3' 



40 



45 



50 



55 



R02 


1100 




1210 


R04 


989 




1099 


R06 


900 




988 


R08 


807 




899 


RIO 


690 




806 


R12 


614 




692 


R14 


524 




613 


R16 


434 




523 


R18 


339 




433 


R20 


250 




338 


R22 


165 


mm 


249 


R24 


80 




164 


R26 


6 




79 
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Das gesamte Renninkonstrukt wurde aus 4 Blocken zusammengesetzt. Jeder Block bestand aus 
mehreren Paaren zueinander kompiementarer Oligonukleotide (z.B. Block II:R07/R08 und R09/R10). die 
zunachst in getrennten Ansatzen hybridislert wurden, bevor die Oligonukleotidpaare eines Blockes 
miteinander ligiert und kloniert wurden. Die Blocke bestanden aus den folgenden Oligonukleotlden (Abb, 
5 3.12): Block I: R01 - R06: Block II: R07 - R10: Block III: R11 - R18 und Block IV: R19 - R26. 

Der Klonierungsvorgang ist schematisch in Abb. 3.13 dargesteilt, sanntliche Konstrukte wurden durch 
Sequenzierung uberprOft. Block I wurde uber PstI- und KpnI-Schnittstellen in den Vektor pUC18 kloniert. 
Das daraus resultierende Konstrukt pi 10 wurde mit Kpnl und Sacl linearisiert und mit Block II ligiert. Das 
resultierende Konstrukt pill enthielt die Biocke I und II R01 - RIO). Block IV wurde in einen nnit 
10 EcoRV und Kpnl linearisierten Bluescript- Vektor (Fa. Stratagene) kloniert. Das daraus resultierende 
Konstrukt p112 wurde mit Smal und EcoRV linearisiert und mit Block III ligiert. Das Konstrukt p113 
enthielt die Blocke III und IV ('^ R11 - R26). Das resultierende Konstrukt pi 11 wurde mit Smal und Sacl 
linearisiert und mit einem Fragment ligiert, das nach Spaltung von pi 13 mit Smal und Sacl erhalten 
wurde und den ligierten Blocken HI und IV entsprach. Das Konstrukt p114 enthielt die gesamte, fur das 
75 a-Si-Caseinsignalpeptfd und Prorennin kodierende genetische Information. 

Um diese genetische Konstruktion in die Expressionskassette P115 einzusetzen, wurde pi 15 mit 
EcoRI partieli und mit Bglll vollstandig gespalten. (Abb. 3.14). Das llnearisierte 9,1 Kb grofle Fragment 
wurde mit denn 1,2 Kb Fragment ligiert, das nach Spaltung des Konstruktes pi 14 mit den Enzymen Bglll 
und EcoRI erhalten wurde und die genetische Information fur das Prorennin verkniiph mit dem a-Si- 
20 Caseinsignalpeptid enthielt. Das Konstrukt pi 16 (Abb. 3.14) enthielt das synthetische Renningen ver- 
knupft mit dem a-Si -Signalpeptid unter Kontrolle 5*- und 3*-regulierender Sequenzen aus dem bovinen 
a-Si-Caseingenbereich. Nach Spaltung mit Sail konnte das Expressionssystem vom Vektorantell ge- 
trennt werden. 

25 Beispiel 4 

Erstellung transgener Saugetiere 

Die Erstellung transgener Saugetiere umfafit die Herstellung injizierbarer DNA-Losung, die Gewinnung 
30 befruchteter Eizellen und Embryonen, die Mikrolnjektion der DNA-Losung in Vorkerne Oder Kerne, den 
Transfer der injizierten Zygoten auf synchronisierte Empfangertiere und die Untersuchung der geborenen 
Tiere auf Integration. Dabei sind fur die einzelnen Saugerspezies wie Kaninchen oder Rind einige 
speziesbedingte Unterschiede bei der Vorbereitung der Spender- und Empfangertiere, der Gewinnung und 
dem Transfer der Embryonen sowie der Mikrolnjektion zu beachten. 
35 a) Herstellung einer injizierbaren DNA-Losung 

Von VektormolekUlen abgetrennte DNA-Fragmente (uber Gelelektrophorese), welche die vollstandi- 
gen Expressionskonstrukte enthielten, wurden in steril filtriertem TE-Puffer (10 mM Tris, 0,2 mM EDTA, 
pH 7,6) zu einer Konzentration von 1000 Kopien pro Picoliter aufgenommen und fur die MIkroinjektion 
verwendet. 

40 b) Gewinnung von Embryonen aus Kaninchen 

Geschlechtsreife Spenderkaninchen erhalten zur Superovulation eine einmalige Gabe von 10 bis 40 
IE PMSG (Pregnant Mares' Serum Gonadotropin) pro kg Korpergewicht. Dieser Superovulation ging eine 
21tagige Einzelhaltung oder eine Vorsynchronisation mit 120 IE HOG (Human Chorionic Gonadotropin) 
voraus. 72 bis 76 Stunden nach der PMSG-lnjektion werden die Kaninchen zweimal im Abstand von 

45 Bjner Stunde kunstlich besamt oder im Natursprung belegt. Unmittelbar danach erhalten sie zur 
Ovulationsinduktion 120 bis 180 IE HCG i.v.. Die Embryogewinnung erfolgt 19 bis 21 Stunden nach der 
Belegung durch Schlachttotung der Spenderkaninchen. Die Eiteiter werden mit Kulturmedium fur 
Kaninchenembryonen (BSM II + 20% FKS oder PBS + 20% FKS) durch SpQIung vom Flmbrientrichter 
in Richtung Uterushornende gewonnen. Falls erforderllch. wird der noch vorhandene Cumulus Oophorus 

50 durch Hyaluronidase*Behandlung entfernt. Die Embryonen werden gewaschen und bis zur MIkroinjektion 
kultiviert. 

c) Gewinnung von Embryonen aus Rindern 

Rinder und KUhe werden nach gynakologischer Untersuchung unabhangig vom Zyklusstand durch 
zweimalige PG-Appiikation (PG-F2 a- Analog Estrumate, 500 mg Cloprostenol-Natriumsalz. i.m.) im 
55 Abstand von 12 Tagen synchronisiert. 48 bis 72 Stunden spater sind die Tiere dann im Brunst. 11 bis 14 
Tage nach dieser Brunst erhalten die Tiere morgens um 6 Uhr 2000 bis 3000 I.E. PMSG i.m. und nach 
60 Stunden eine weitere PG-Appiikation. Zwei Tage spater kommen die Tiere in Brunst und werden um 
18.00 Uhr besamt. Am darauffolgenden Tag um 6.00 Uhr erfolgt die zweite Besamung. Einen Tag spater 
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erfolgt zwischen 7.00 und 9.00 Uhr nach Schlachtung der Spendertiere die Gewinnung der Genitalorga- 
ne. Dazu wird nach dem Beta u bung sschuiS wahrend des Ausblutens kranial des Euters ein etwa zwei 
handbreiter Schnitt in der Linie alba gesetzt und die Bauchhohle geoffnet Zervix und Gebarmutter m\X 
Bleitem und Eierstocken werdcn entnommen. Die Eileiter werden von den Eierstocken freiprapariert und 

5 am uterotubalen Obergang abgetrennt. Eine 2.5 mm dicke Knopfkanule wird in das Infundibulum 
eingefuhrt und fixiert. Der Bleiter wird mit etwa 20 ml PBS (Phosphat Buffer Saline) mit 20 % FCS (Fetal 
Calf Serum) durchgespult Die in einer Petrischale aufgefangene Spulflussigkeit wird unter dem Mikro- 
skop nach Bzellen abgesucht. Die gefundenen Elzellen werden gewaschen. in EmbryogtSser verpackt 
und ins Labor transportiert. 

10 d) Mikroinjektion der DNA-Losung 

Fur die Mikroinjektion werden ein Inversmikroskop (Zeiss. ICM 405) zwei Leitz-Mikromanipulatoren 
und ein Injektionsgerat (Eppendorf) verwendet. Der eine Manipulator tragt eine Haltepipette, mit der der 
Embryo durch Unterdruck fixiert werden kann. Auf dem zweiten Mikromanipulator wird die mit DNA- 
Losung gefullte Injektionspipette in einem Nanostepper fixiert und mit dem Injektionsgerat verbunden. 

75 Die Spitze der Injektionspipette hat einen Durchmesser von 1 bis 2 nm, Zur Mikroinjektion wird die 
Pipettenspitze durch die Zona Pellucida. die Zellmembran und die Kemmembran in das Kernlumen 
vorgeschoben und ca. 1 bis 2 pi DNA-Losung werden dort abgesetzt. Die Volumenzunahme des 
Vorkerns signalisiert eine erfolgreiche Mikroinjektion. Z. T. erfolgt auch eine Mikroinjektion der Kerne von 
Embryonen im Zweizellstadium. Die Mikroinjektion erfolgt in einem Mediumtropfen auf einem Deckglas 

20 Oder in einer sogenannten Injektionskammer. Nach der Mikroinjektion werden die Eizellen oder Embryo- 
nen bis zum Transfer kultiviert. 

In Rindereizellen und in -embryonen sind aufgrund der dunklen lipidhaltigen Granula keinerlei 
Kernstrukturen erkennbar. Durch Zentrifugation der Eizellen bzw. Embryonen in einer Eppendorf- 
Zentrifuge bei 15,000 g fOr ca. 3 Minuten konnen die Kerne sichtbar gemacht werden. 

25 e) Kultur und Transfer der mikroinjizierten Eizellen und Embryonen bei Kaninchen 

Empfangerkaninchen werden 21 Tage vor dem vorausslchtlichen Termin zur Zyklussynchronisation 
einzein aufgestallt und erhalten zur Induktion einer Pseudograviditat 120 IE HCG. Am Tag vor dem 
Transfer erhalten die Empfangerkaninchen zur Ovulationsinduktion 120 IE HCG i.v. Zum Transfer werden 
die Kaninchen mit 0.4 ml Rompun 2 % pro kg/Korpergewicht und 0.8 ml Ketamin 10% pro 

30 kg/K6rpergewicht narkotisiert. Nach Vorbereitung des Operationsfeldes und Entleerung der Harnblase 
durch transabdominalen Druck werden die Kaninchen in Ruckenlage ausgebunden und in Schraglage 
fixiert. Unmlttelbar kaudal des Nabeis wird die Bauchhohle in einer Lange von ca. 4 bis 5 cm geoffnet. 
Ovar. Eileiter und kraniales Uterushorn werden vorgelagert und nach Kontrolle der Ovarreaktion werden 
die mikroinjizierten Embryonen mit Hilfe einer Transferpipette ca. 2 bis 2,50 cm tief in die Eileiterampulle 

36 transferiert. Pro Seite werden zwischen 8 und 15 Embryonen transferiert. Nach Verschlufl der Bauchhoh- 
le wird die Operationswunde durch eine Hautfaltendecknaht geschutzt. Die Geburt der Jungtiere erfolgt 
29 bis 31 Tage nach dem Transfer. 

f) Kultur und Transfer der mikroinjizierten Eizellen und Embryonen bei Rindem 

- in vitro Kultur 

40 Die Kultur der mikroinjizierten Zygoten wird in vitro durchgefuhrt. Fur diese in vitro Kultur werden 

Granulosazellen aus dem Kumulus oder Epithelzellen aus dem Eileiter mit den Embryonen kokultiviert. 
Als Medium venwenden wir das modifizierte Parker Medium TCM 199. Von entscheidender Bedeutung 
ist. daB die Kultur in einer Gasatmosphare mit reduziertem Sauerstoffgehalt (5 % O2) und bei 5 % CO2 
in 90% Stickstoff erfolgt Die Kultur wird bei 39 *C und maximaler Luftfeuchtigkeit durchgefuhrt. In 6 

45 Tagen entwickein sich die injizierten Eizellen in der in vitro Kultur bis zu MorulaZ-Blastozystenstadien, die 
fur den unblutigen Transfer geeignet sind. 

- Transfer auf Empfangertiere 

Die Empfangertiere erhalten gleichzeitig mit den Spendertieren am Tag 2 eine PGF2-lnjektion zur 
Zyklussynchronisation. Eine Sedierung der Empfangertiere (6.8 mg Acepromazinmaleat pro 100 kg 

50 K6rpergewicht) und eine kleine Epiduralanasthesie (Lidocain 2%ig) erieichtert die Durchfuhrung der 
EmbryoObertragung. Der unblutige Transfer wird mit Hilfe eines sterilen Transfergerates (Firma Worrlein) 
vorgenommen. wobei der Embryo moglichst tief in das ipsilaterale Uterushorn ubertragen wird. Nach 
dem Transfer erhalten die Empf anger Clenbuterolhydrochlorid als Uterusrelaxans. Funf bis sechs 
Wochen nach dem Transfer konnen die Empfangertiere durch rektale Palpation auf Trachtigkeit unter- 

55 sucht werden. 

Beispiel 5 
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Untersuchung der integration von Konstrukten im Kaninchengenom nach Mlkroinjektionsexperimenten 

Von Kanlnchen, die z.B. mit dem Konstrukt p77 (Belspiel 3b) gemaiS Beispiel 4 erzeugt worden waren. 
wurden zur Untersuchung Gewebeproben (melst Schwanz) verwendet 20 ug der aus dem Gewebe 
5 isolierten DNA wurden mit 100 U EcoRI gespalten und zusammen mit einer DNA-Probe eines negativen 
Kaninchens einer Gelelektrophorese unterzogen. Die uber ein Agarosegel aufgetrennten Fragmente wurden 
mit einer Vacu-Blot-Apparatur (Pharmacia - LKB) Qber Nitrocellulosefilter (Schleicher + Schuell, BA85) 
ubertragen und mit radioaktiv markierten p26 (Abb. 1) hybridisiert. Das transgene Kaninchen # 2848 konnte 
dadurch leicht identifizlert werden 

10 

Beispiel 6 

Untersuchung der Integration von Konstrukten im Rindergenom nach Mikroinjektionsexperimenten 

75 Die Untersuchung wurde analog Beispiel 5 durchgefuhrt, jedoch wurde zur Hybridisierung der Filter 
sine radioaktive Probe verwendet die frei von Repititionen war und aus dem a-Si-Caselnpromotor 
entnommen war p26. Abb. 1). Durch Analyse der Fragmentgr6/3en konnte das endogene hybridisierende 
Fragment von dem des Transgens unterschieden werden. 

20 Beispiel 7 

Analyse der Nachkommen transgener Here 

Die Analyse wurde durch Southern-Blot-Experimente wie unter Beispiel 5 durchgefuhrt. Zur Kontrolle 
25 wurde auch DNA aus negativen Kaninchen und dem transgenen Elterntler (# 2848, s. Beispiel 5) untersucht. 
Anhand des Restriktionsspaltmusters wSren etwaige genetische Umlagerungen zu erkennen gewesen, die 
jedoch nicht auftraten. 

Beispiel 8 

30 

Untersuchung der Milch transgener laktierender Kaninchen, die mit Konstrukt p43 erzeugt wurden 
a) Rennin-Aktivitatstest 

0.5 ml Milch eines transgenen laktierenden Kaninchens. das mit p43 (siehe Beispiel 3a) erzeugt 
36 worden war, wurden mit 0,5 ml Ca-Acetat-Puffer (10 mM CaCb. 100 mM NaAc, pH 6) und 20 Minuten 
bei 4'C und 3000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Fettphase abpfpettiert und verworfen. Die 
restliche Suspension (ca. 0.8 ml) wurde mit HCI auf pH 2,5 eingestellt und die ausgefallenen Proteine 
abzentrifugiert (RT. 5 min, 13000 g). Die autokatalytische Aktivierung des Rennins wurde 90 Minuten bei 
30 *C durchgefUhrt. AnschlleBend wurde mit NaOH der pH-Wert auf 6.5 eingestellt. Der emeut entstan- 
40 dene Niederschlag wurde abzentrifugiert (RT. 5 min, 13000 g) und verworfen. 0,5 ml der klaren Losung 
wurden mit 0,5 ml kauflicher Vollmllch (pasteurlsiert) vermischt und bei 30 * G inkubiert und die Zeit bis 
zum Beginn der Gerinnung bestimmt. 

So behandelte Milch transgener Kaninchen zeigte Gerinnungsaktivitat im Gegensatz zu ebenso 
behandetter Milch negativer Kontrolltiere. 
45 b) Imn.jnnachwels von Prorennin und Rennin in der Milch transgener Tiere. welche mit dem Konstrukt 
p43 erzeugt wurden 

Nach a) behandelte Milchproben sowie unbehandelte Proben. denen das Rett entnommen worden 

war (4'C, 10 min, 3000 g). wurden auf denaturierenden PAA-Gelen aufgetrennt. (s. Ausubel et al. 1987. 

Current Protocols in Molekular Biology, John Wiley & Sons, Punkt 10.2.1). Die Proteine wurden 
50 anschliefiend mit einem Elektroblotgerat (Pharmacia - LKB) auf Nitrocellulosefilter (BA85, Schleicher + 

Schuell) ubertragen. Transferiertes Prorennin und Rennin wurden mit polyklonalen Antik5rpern detektlert. 

die nach Immunlsierung von Kaninchen mit Rennin (Sigma) gewonnen worden waren. AIs Detektionssy- 

stem wurde an Protein A gekoppelte Horse-radish Peroxidase (Amersham) verwendet. (Transfer und 

Immunodetektion: Ausubel et al. 1987, loc cit. Punkte 10.8.1 - 10,8.4). 
56 Transgene Tiere enthielten 0,2 bis 0,6 mg/ml Prorennin in ihrer Milch. Laktierende Nachkommen. die 

ebenfalls das Konstrukt p43 in ihrem Genom enthielten, produzierten vergleichbare Mengen Prorennin. 

Beispiel 9 
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Untersuchung der Milch transgener laktierender Kaninchen, die mit Konstrukt p77 (Beispiel 3 b) erzeugt 
wurden. 

a) Rennin-Aktivitatstest 

Der Test wurde analog Beispiel 8 a) durchgefOhrt. Eine Gerinnungsaktivrtat konnte ebenfalls nur mit der 
Milch transgener Tiere erzielt werden. 

b) Immunnachweis von Prorennin und Rennin in der Milch transgener Tiere, welche mit dem Konstrukt 
p77 erzeugt wurden 

Der Nachweis verllef analog Beispiel 8 b). 

Transgene Tiere enthielten 1 bis 4 mg/ml Prorennin in ihrer Milch. Laktierende Nachkommen, die 
ebenfalls das Konstrukt p77 in ihrem Genom enthielten. produzierten vergleichbare Mengen Prorennin. 



75 



20 



25 
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55 
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Anhang 1 

5 



70 



75 



20 



25 



35 



45 



10 


20 


30 


40 


50 


GATCTTCCCA 


ATCCAGATAT 


TGAACCTGCA 


TCTCTAATGT 


TTCCTGCATT 


€0 


70 


SO 


90 


100 


GGCAGGCAGG 


TTCTTTACCA 


CTAGTGCCAC 


CTGGAAAGTC 


CGGATACACT 


110 


120 


130 


140 


150 


CCTGGGAAAG 


ACAAAAGTAG 


AGTATTACAA 


TGCAGCAAGG 


ATTTTTGTTC 


160 


170 


180 


190 


200 


TCAGCTCCTT 


GAATAAATTA 


TAGTGAATAG 


AAAACATTAG 


TATCTTGTTG 


210 


220 


230 


240 


250 


AAATTGATGT 


GAAACAGATA 


GTAAGGAAGA 


TAATATCTAA 


AGAAAACTTC 


260 


270 


280 


290 


300 


AATATGGGAA 


ATTATAGTCT 


TTTCTATCTT 


CAAAGTGGAC 


AGCCTGAACA 


210 


320 


330 


340 


350 


GTTTTGAAAT 


TTCTTTTAAT 


ACAAAATAAT 


GTTCCTGTCA 


TACAACTGTG 


360 


370 


380 


390 


400 


AATACACTGA 


AAATATCACT 


ATAGATTTTT 


TAAAGTATAT 


AATATGATTC 


410 


420 


430 


440 


450 


CTTTCTTATA 


AACAATGAGT 


TGCAATCAAC 


AAGTTTTTAA. 


AGCTCTCACT 


460 


470 


480 


490 


500 


TGTATAGATT 


TATTTTTAGC 


ACATAATATT 


TTTCTACAAT 


GTACAATTCC 


510 


520 


530 


540 


550 


AGTTAATTCT 


AGGAGTACAA 


TTAAGAATTG 


GAGAGATAGG 


AATTTTTTTC 


560 


570 


580 


590 


600 


TTTTACTTGT 


TTACTTTAAA 


AGATGGAAAA 


TCAGAGTTAT 


GGTTTATTTT 


610 


620 


630 


640 


650 


TCGCAATATT 


TAAAAATTAT 


AATTCTTGAA 


TAACTATTAA 


TTTTAATTAA 


660 


670 


680 


690 


700 


ATAATCTGTA 


ATGAGAATCC 


TCCTACCAAT 


GTAGGAGACG 


TGAGTTTGAC 


710 


720 


730 


740 


750 


TCCCGGGTAG 


GGAAGATACC 


CTGCAGAAGG 


AAATGGCAAC 


CCACTCCAAT 


760 


770 


780 


790 


800 


ATTATTACTT 


GGGAAATCCC 


ATGGACAGAG 


GAGACTGGCA 


GGCTGCAGTC 


810 


820 


830 


840 


850 




ACAAAGAACT 


GGACACGACT 


TAGAAACTAA 


ACAACAACAA 


860 


870 


880 


890 


900 


TTTATACCAG 


AATGAATGAA 


CTAGTTACCA 


CAACTAGTAC 


ACCCAAAATG 


910 


920 


930 


940 


950 


AACAAAAAAT 


AGCTTGGTGG 


TATAATTAAA 


ATGCCACCAA 


AATTTATACA 


960 


970 


980 


990 


1000 


ATAATTATAT 


TTTCTTTTTG 


CAGGAAAAAG 


ATTAGACCAC 


ATATAATGTA 


1010 


1020 


1030 


1040 


1050 


ACTTATTTCA 


CAAGGTAAAT 


AATTATAATA 


AATAATATGG 


ATTAACTGAG 


1060 


1070 


1080 


1090 


1100 


TTTTAAAAGG 


TGAAATAAAT 


AATGAATTCT 


TCTCATGGTC 


TTGTATGTTA 


1110 


1120 


1130 


1140 


1150 


ATAAAAATTG 


AAAAATTTTG 


AAGACCCCAT 


TTTGTCCCAA 


GAATTTCATT 


1160 


1170 


1180 


1190 


1200 


TACAGGTATT 


GAATTTTTCA 


AAGGTTACAA 


AGGAAATTTT 


ATTGATATAA 



1210 1220 1230 1240 

TAAATGCATG TTCTCATAAT AACCATAAAT CTAGG GTTT T 

1260 1270 1280 1290 

TTTTTGTTTG TTAATTTAGA ACAATGCCAT TCCATTTCCT 

1310 1320. 1330 1340 

56 TCACTTCTTT GTTGTAAACT CTCCTTAGAA TTTCTTGGGA 



1250 
GTTGGGGTTT 

1300 
GTATAATGAG 

1350= 

gaggaactga; 
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1360 


1370 




1390 

X «7 W 


1400 




ACAGAACATT 


GAITTCCTAT 


GTGAGAGAAT 

w X V9 A AA X 


TCTTAGAATT 


X AAAx AAAw w 




1410 


1420 




1440 


x49U 


5 


TGTTGGTTAA 


ACTCAAACCA 


CAAAA'PTTAGC 

\»AAAf^X X#&WW 


ATTTTACfPAA 

*^X X ^ X^^W XAiA 


TCX Gf Z GfT^ 
X v*AS»X Aww X X 




1460 


1470 


1 AfiO 

JL%OW 




XdUU 




TAAATAGCTT 


CG A AGCAAA X 


VX WxV9W^AX^ 




X UAaCCCAGC 




1510 














TTf'r'CAGTr*^ 


X X X VaAAO 


vaxAX XAX vtXa 


xAuATaTAaC 


10 


1560 






X99U 


^ £ A A 

IdOO 






x XXX X 


w X \» X V* X ^.Ax w 


X X X wAX X WX X 


^x^*px !k fnx 
CAUTAATACG 




1610 


X u ^ w 




X04U 


Id 50 




CAGTTGTAAC 


XXX X WX AX^ X 


urAX x\9V»aAvax 


AX XwStfXAWX X 


X X AT(»ATA 




1660 


1670 


xoou 


X07 w 


X / Uu 


IS 


TACTGTTAAA 


AAT AT ATfVnG 
nAxx^xnx X X w 


f AAATGT^TG ^ 

S^AAAX W X X wA 


XAwXAX wXaX 


W X wAo Av9V,» X A 




1710 


1720 


X / .J w 


X / *rV 


X / 3U 




TAG6TGAAAA 


ATTAAATACT 

*^X X^lfV^Xs^Viv X 


nTTATAAiwG^ 

X X X AXAAAwA 


Z 2k ATTG Z T 
V^WAaAX XvsAX 


wAX XXX XAAA 




1760 


1770 


17RO 
X / ow 


X / 7 W 


1 fiftft 
XO UU 




C6AAATTCTT 


ATATACTGAA 


AATGTAGATA 

AAX WX AwAX A 


w>AXAAViirX X WA 


^XAXAVtfAX X X 


20 


1810 


1820 

X o ^ w 


X O w 


T SAO 


X tSZ>\J 




ATGGTAAAAT 


AATTTGAATC 


ATT*T"P1*GTC A 

*^ X X X X X w X 


AAM"PrTGT2lA 
AAX X wX OX/WI 


A X AGTTGTnZ 
AAA\9 X X ^ X w A 




1860 

w w y/ 


1870 


X O O W 


XO 7U 


1 Qftft 
X7 vU 




TACAGAATAA 


TTTATAATAT 

X X Xf%XZW%XX%X 


' 1 " P'T*' PG ' 1 *"l " T *M T* 

X X X X w X X X X W 


AXA^AAAX AA 


w AX X X W X \9\9 X 




1910 


1920 


X 7 w W 


X 7 *r w 


1 QRft 
X79U 


25 


XGAATATTTC 


AAGGCCATTT 


I'**!' AfT" 1" I 'GTG 

X XAX X X X wX w 


XAAX XAV9VaX X 


AAXAAAAX XA 




1960 


1970 


1 ^80 

^ 7 w w 


1 QQO 


2ftftft 
Xw w w 






66AAATGTCA 


ATGATACAPA 

AX WAX AwAwA 


aX XA^AAX AXA 


AAX V9AV* X Aw X 




2010 


2020 

X W X w 


2n*5n 

^ W w V/ 


2nAn 


2ft S\n 




TTTATAAAGA 


TGA'PTAAATT 


XwVwAXAX X Xw 


f X AGG2L T ]^ X 
X AAV7V9 A X A Vw> A 


AAX AX AX wAA 


30 


2060 


2070 

X w / W 


2nfln 

X w O W 


2nQn 


^1 ftft 
XXUU 




AACAGTAGAC 


'PCA1*I''I'GGGG 

X V*<^X X X WWW>7 


COT'ATAAATA 

WWX AX A/^XXA 


XVvXWXXXX XX 


llA^^AZZTGOZ 
AAV* AAA X \9 L» A 




2110 


2120 


XX «J w 


21 Aft 


21 Ckft 
xXSW 






AC A GTTT'G'P A 

A^*A\a X X X V9 X A 


A A ^'TG A A Gr* 
AA^ X wAAV^WA 


V^WwXAXAxAA 


AAXAAXwX\sX 




2160 


2170 
XX / w 


21 HO 
X X o w 


2T Oft 


2 2ftft 


35 


A'I'TAG'PTTC 

W4XX AX%%JX «L X w 


CTGACTAACC 

V— X WAWX AAWW 


xAXAAa^wwX 


X WAX V9 X AX AA 


X w X AAXTXTX XTL' 




2210 


2220 


22TO 


22 Aft 


XxOU 




CTTATGTATC 


TGAAACGCAT 


TTT^PC A G A 

X X X X ^ WAwSviA 


wAX AXAAX V7X 


AwrX AX X X X X w 




2260 


2270 

X X / W 


2280 


22Pft 

XX9 W 


2*^ftft 




GGTCTTGCAA 


TTTAATGGAA 


CPC*PAGGAGT 


CAAACGTGAT 


AX w X X XI^AwX 


40 


2310 




X J ^ w 


X«9^ V 


X«99U 




TATGATTCTG 


TTTAATCATC 


X X SmXX X WAVa X 


CA'PGTVTATGG 

WAX V9 X^^AX V9w 


AXAX AX k^AAw 




2360 


2370 






2400 

X^ w W 




CCAGCAAAAT 


TAA6TAATAG 


CfPAGATCOT'T 


ff* A X X X X*P'I*P 

X X A^uFWlAX X X 


AA'PGAAGG'n* 




2410 


2420 


^ *■ •) u 


2440 


2450* 


45 


AATAGTTTCT 


ACATAATGCA 


CAATGT'P'T'T'T' 

A w X X X X X 


CATGAAGACT 


CTGAAAGA6C 




2460 


2470 


2480 


2490 


2500 




AGGCTAAAG6 


ATAAAGACAT 


TTTAAAAAAT 


TACA6ATATT 


AAATGTAATT 




2510 


2520 


2530 


2540 


2550 




TACCAGTGG6 


TTTTAGTTTA 


TCAATTTTAA 


CAAATCCAAT 


GATCTAAGAG 


50 


2560 


2570 


2580 


2590 


2600 




6AAATTTCTT 


TTTAATTTTT 


TTTGTAGTAT 


TTTAAAATTT 


GTAATATTTA 




2610 


2620 


2630 


2640 


2650 




AATATTGATG 


CTTCTCTATT 


CCTCTGACAA 


AACCCTACTA 


TTACTTTCAG 




2660 


2670 


2680 


2690 


2700 


55 


GATCAAATGC 


TTTACTTTAA 


AGTGTAGTAA 


GATATTGGTA 


TTTCTTATCT 
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2710 


2720 


2730 


2740 


2750 


TATATAAGCA 


CTAAGCAAAA 


TAATTTGAAT 


GGTAAATATT 


TATATTGAAG 


2760 


2770 


2780 


2790 


2800 


A6CAAAATTA 


AAAACTAAAT 


GAATAAAAAT 


ATTACTTTCA 


A6T6CAACAA 


2810 
CTTTTATCAT 


2820 2830 2840 
AATATACTCC TTTGTTGGAA AAATTAAGAA 


2850 




TTTTTTTTTC 


2860 


2870 


2880 


2890 


2900 


ATGAATCAAA TTTTATTATA AGACCTAACT 


ATTTTATTTT 


CTTACATAGA 


2910 


2920 


2930 


2940 


2950 


TCTTGACAAC 


CATGAAACTT 


CTCATCCTTA 


CCTGTCTTGT 


GGCTGTTGCT 


2960 


2970 


2980 


2990 


3000 


CTTGCCAGGC 


CTGTGAGTAC 


ACTAGAGAAT 


TTAGAAGATT 


CTAGATTCTT 


3010 


3020 


3030 


3040 


3050 


GTTTAAAGTC 


ATCTCAAATG 


CAATTTGATG 


CAAGTCTCAT 


CAAGT6CAAG 


3060 


3070 


3080 


3090 


3100 


ATATTGTAGT 


CATAAAGAAT 


TTGATGGTCT 


CTAATTAGCT 


ATTAAAGTGT 


3110 


3120 


3130 


3140 


3150 


TGATATTAAA 


GCTATGGTAA 


TCCTTCACAT 


TTTGATCATT 


ATTATTTAGT 


3160 


3170 


3180 


3190 


3200 


TTATTCAAAG 


ACTTAACTCT 


AAATAAAATT 


TCTAACTTGA 


AATATAAACA 


3210 


3220 


3230 


3240 


3250 


CCTCACAATT 


AAAAATTTAA 


AAAAAAAAGA 


AATAAGGTAA 


TTAACAATAC 


3260 


3270 


3280 


3290 


3300 


AATAAAGAGC 


ATCAAAGAAG 


GTAACTAGTC 


TCTTTGCCTG 


GGTCCATTAT 


3310 


3320 


3330 


3340 


3350 


AGGCTTAACA 


TATTTGTAAA 


CATATATATA 


TCCAATATTG 


TATTACCAAA 


3360 


3370 


3380 


3390 


3400 


TATACTGCTG 


CTGCTGCTAA 


GTCACTTCAG 


TCGTGTCTGA 


CTCTGTGCGA 


3410 


3420 


3430 


• 3440 


3450 


CACCATTGAT 


GGCAGCCCAC 


ACAGCTCTGC 


CATCCCTGGG 


ATTCTCCAGG 


3460 


3470 


3480 


3490 


3500 


CAAGAACACT 


6GAGT6G6TT 


GCCATTTCCT 


TCTCCAATGC 


ATGAAAGTGA 


3510 


3520 


3530 


3540 


3550 


AAAGTGAAAG 


TGAAGTCTCT 


CAGTCGTGTC 


CGACTCCTAG 


CAACCCCATG 


3560 


3570 


3560 


3590 


3600 


GACTGCCAGG 


CTCCTCCATC 


CATGGGATTT 


TCCAGGCAAG 


AGTACTGGAG 


3610 


3620 


3630 


3640 


3650 


TGGGTTGCCA 


TTGCCTTCTC 


CAACCAAATA 


TACTATTAAA 


CCCTATATTC 


3660 


3670 


3680 


3690 


3700 


CAGTGTATCC 


ACTTTTG6AA 


CCTAAATCAA 


ACCCTCATTT 


GAGATGGCTC 


3710 


3720 


3730 


3740 


3750 


ATGCCAACCA 


ATATTTCCCA 


AGGTACAGAA 


AGTTGG6CTC 


ATTCAGCT6A 


3760 


3770 


3780 


3790 


3800 


TTCAAAGATC 


TAATAATTTG 


GTCCTTGTAG 


AAAGAAAAAC 


TAGATAATGT 


3810 


3820 


3830 


3840 


3850 


AAAGTAACTT 


AAGTTTCTTC 


TCAAAAAACA 


AATTCAGTTA 


TTAAT6TGAA 


3860 


3870 


3880 


3890 


3900 


ACAAAAAGTT 


ATTCGTTCCT 


TT6TGACCTC 


TGCTGCTAAG 


TCGCTTCAGT 


3910 


3920 


3930 


3940 


3950 


CGTGTCCGAC 


TCTGTGCGAC 


CCCATAGACA 


GCAGCCCACA 


AGGCTCCCCC 


3960 


3970 


3980 


3990 


4000 



ATCCCTGGGA TTCTCCAAGC AAGAACACTG GAGTGGGTTG CCATTTCCTT 
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4010 


4020 


4030 


4040 


4050 




CTCCAATGCA 


TGAAAGTGAG 


AAGGGAAAGT 


GAAGTCGCTC 


AGTCATGTCT 




4060 


4070 


4080 


4090 


410Q 


5 


GACTCTTAGC 


GACCTCATGG 


ACTGCAGCCC 


ACCAGGCTCC 


TCTGTCCATG 




4110 


4120 


4130 


4140 


4150 




GGATTTTCCA 


GGCAAGAGTA 


CTGGAGTGGG 


GTGCCATTGC 


CTTCTCCGTT 




4160 


4170 


4180 


4190 


4200 




GGTGACCTCT 


AGATAATGAT 


AAATAAATAA 


ATAGGAATCA 


ACTGACAAGA 


70 


4210 


4220 


4230 


4240 


4250 




AAGTGATTCA 


AATAAGATAA 


TAGTTTTGGA 


TATTTGGACA 


CTCAAACTAT 




4260 


4270 


4280 


4290 


4300 




CAAATATAGA 


TGAAAAAGTT 


TCTGAAATGC 


TGAGATATTC 


TATTGTTAAA 




4310 


4320 


4330 


4340 


4350 


75 


CTCTTATTTT 


CTAAATTGTA 


AATAATGATT 


GAAGGATCAC 


TAATAATCCA 




4360 


4370 


4380 


4390 


4400 




GCTTCTTAAC 


CAATAGAGTT 


CTGTCTGTGC 


TAAACCCTAA 


GCATCAAAAG 




4410 


4420 


4430 








ATGGAAATAT 


CTGACAGTAA 


GTTACAAAAA 


AAGGATCC 3 





20 



25 



30 



35 



4Q 



45 



50 



55 
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Anhang 2a 



5 



75 



20 



25 



30 



40 



10 






40 


50 


5 ' TGCAGATCTT 




AAAL. 1 X w X W A 


TCCTTACCTG 


TCTTGTGGCT 


60 


/ U 




90 


100 


GTTGCTCTTG 


CCAuTGAG A r 


GACCAtrAAX 




AACGCAAGTC 


110 




1 3 C 

X <iJ ^ 


140 


150 


TCTGAGGAAG 


GCGCTGAAG& 






TTPPTGCAAA 


160 


170 




1 QA 


200 


AACAGCAGTA 


TGGCATCAGC. 


AGC AAQ 1 AL. 1 




GG21CGTGGCC 

X www W 


210 


"5 0 0 


"5 "I n 

Z J w 


2 AO 


250 


AGCGTGCCCC 


TG AC C AAC i. A 


CC 1 Isv^Al A(j 1 




GGAAAATCTA 




*5 7 A 


^ o u 


290 


300 


CCTCGGGACC 


CCGCCCCACjCj 




vsrik^ X u X X X s^n^ 


AC^GGCTCCT 


310 


■5 o 
3 4(i U 


J ^ u 


J *t \j 


350 


CTGACTTCTG 


GGTACCCU C r 


ATCjL AC X GCA 




PTCPAAAAAC 


360 


J / U 


Q A 
o U 


J 7 \J 


400 


CACCAGCGCT 


% ^^^^^^^ > ^ 

TCGACCCGAG 


AAAGl CG 1 CC 


A.(^L> X X ^WAUA 


APPTGGGPAA 

w X Ow wW^XA 


410 


A o n 
4 z u 


*T J W 


440 


450 


GCCCCTGTCT 


ATCC ACTAC G 


GGACAGv^UAv 


WAX VjV^A^OwW 


ATCC'T'GGGCT 


460 


*T / U 


/.ft A 
fs o u 


•t ^ Vi 


500 


ATGACACCGT 


CACTGTCTCC 


AACAx i G i GG 




GACAGTAGGC 


DlO 


C\ *> n 
D ^ U 


S A 
^ J u 


540 


550 


CTGAGCACCC 


AGGAGCCCGG 


GGACG 1 C J. 1 C 


X rxX VjWWw 


2LATTTGACG G 

XXX w*X w w w 


560 


D7U 


R Q A 
D O U 


J -7 


600 


AATCCTGGGG 


ATGGCCTACC 


CCTCGCi CGC 


^ X wAVjAVa X Aw 


T PG ATAC P C G 

X wwfXX^^w WW w 


610 


62U 


C "5 A 


O ^ V 


650 


TGTTTGACAA 


CATGATGAAC 


AGGCACC JL GG 


T'fif^ p p p 2k. i 

X V3V3Vi«- W Vm> AAWA 


PCTGTTCT'CG 

WW X W X X W « WW 


660 


"7 n 


Aft n 

D O U 


690 


700 


GTTTACA.TGG 


ACAGGAATGG 


CCAGGAGAGu 


X. T^^P'T'P A pnp 
AX X WAw^jv- 


TCGGGGCCAT 

X wwwUrwWWfXX 


710 


"7 o rt 
/ ZU 


"7 A 


740 


750 


CGACCCGTCC 


TACT AC AC AG 


GG 1 CCC X GCA 


p T ft G Tf? p P P 


GTGAC AGTG C 


760 


"T *T /*% 

7 / u 


Q A 


790 


800 


AGCAGTACTG 


GCAGTTCACT 


GTGGACAGTG 


X v-AU-v— .A X W Av» 


PGGTGTGGTrr 

WS.3\.S X w X VmTw X X 


810 


O O 


P A 

o o u 


840 


850 


GTGGCCTGTG 


AGGGTGGCTG 


TC AGGC C A 1 G 


r»TPfI2i,P21.PCC 


GCAPPTCCAA 


860 


O /U 


ft ftn 

O D U 


890 


900 


GCTGGTCGGG 


CCCAGCAGCG 


AX AJLGGXGAA 


PiTPPAGCAG 


GCCATTGGAG 


910 


920 


930 


940 


950 


CCACACAGAA 


CCAGTACGGT 


GAGTTTGACA 


TCGACTGCGA 


CAACCTGAGC 


960 


970 


980 


990 


1000 


TACATGCCCA 


CTGTGGTCTT 


TGAGATCAAT 


GGCAAAATGT 


ACCCACTGAC 


1010 


1020 


1030 


1040 


1050 


CCCCTCCGCC 


TATACCAGCC 


AGGACCAGGG 


CTTCTGTACC 


AGTGGCTTCC 


1060 


1070 


1080 


1090 


1100 


AGAGTGAAAA 


TCATTCCCAG 


AAATGGATAC 


TGGGGGATGT 


TTTCATCCGA 


1110 


1120 


1130 


1140 


1150 


GAGTATTACA 


GCGTCTTTGA 


CAGGGCCAAC 


AACCTCGTGG 


GGCTGGCCAA 


1160 


1170 


1180 


1190 


1200 


AGCCATCTGA 


GGAGTCAAGT 


GAATTCGCGG 


CCGCGTCGAC 


AAGCTTGAGA 


1210 










GCTCGGTACC 


3' 









50 



55 
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Anhang Zls 



10 


20 


30 


40 


50 


5' GGTACCGAGC 


TCTCAAGCTT 


GTCGACGCGG 


CCGCGAATTC 


ACTTGACTCC 


60 


70 


80 


90 


100 


TCAGATGGCT 


TTGGCCAGCC 


CCACGAGGTT 


GTTGGCCCTG 


TCAAAGACGC 


110 


120 


130 


140 


150 


TGTAATACTC 


TCGGATGAAA 


ACATCCCCCA 


GTATCCATTT 


CTGGGAATGA 


160 


170 


180 


190 


200 


TTTTCACTCT 


GGAAGCCACT 


GGTACAGAAG 


CCCTGGTCCT 


GGCTGGTATA 


210 


220 


230 


240 


250 


GGCGGAGGGG 


GTCAGTGGGT 


ACATTTTGCC 


ATTGATCTCA 


AAGACCACAG 


260 


270 


280 


290 


300 


TGGGCATGTA 


GCTCAGGTTG 


TCGCAGTCGA 


TGTCAAACTC 


ACCGTACTGG 


310 


320 


330 


340 


350 


TTCTGTGTGG 


CTCCAATGGC 


CTGCTGGATG 


TTGAGGATAT 


CGCTGCTGGG 


360 


370 


380 


390 


400 


CCCGACCAGC 


TTGGAGGTGC 


CCGTGTCCAG 


GATGGCCTGA 


CAGCCACCCT 


410 


420 


430 


440 


450 


CACAGGCCAC 


AACCACACCG 


CTGATGGTGA 


CACTGTCCAC 


AGTGAACTGC 


460 


470 


480 


490 


500 


CAGTACTGCT 


GCACTGTCAC 


GGGCACCCAG 


TGCAGGGACC 


CTGTGTAGTA 


510 


520 


530 


540 


550 


GGACGGGTCG 


ATGGCCCCCA 


GCGTGAGCAT 


GCTCTCCTGG 


CCATTCCTGT 


560 


570 


580 


590 


600 


CCATGTAAAC 


CGAGAACAGG 


TCTTGGGCCA 


CCAGGTGCCT 


GTTCATCATG 


610 


620 


630 


640 


650 


TTGTCAAACA 


CGGGTATCGA 


GTACTCTGAG 


GCGAGCGAGG 


GGTAGGCCAT 


660 


670 


680 


690 


700 


CCCCAGGATT 


CCGTCAAATT 


CGGCATAGGT 


GAAGACGTCC 


CCGGGCTCCT 


710 


720 


730 


740 


750 


GGGTGCTCAG 


GCCTACTGTC 


TGCTGGATGT 


CCACAATGTT 


GGAGACAGTG 


760 


770 


780 


790 


800 


ACGGTGTCAT 


AGCCCAGGAT 


GCCCTGCATG 


CTGCCTGTCC 


CGTAGTGGAT 


810 


820 


830 


840 


850 


AGACAGGGGC 


TTGCCCAGGT 


TCTGGAAGGT 


GGACGACTTT 


CTCGGGTCGA 


860 


870 


880 


890 


900 


AGCGCTGGTG 


GTTTTTGCAG 


GCATTGCTCT 


TGCAGTAGAT 


AGAGGGTACC 


910 


920 


930 


940 


950 


CAGAAGTCAG 


AGGAGCCAGT 


GTCAAACAGC 


ACGGTGAACT 


CCTGGGGCGG 


960 


970 


980 


990 


1000 


GGTCCCGAGG 


TAGATTTTCC 


CAAAGTACTG 


ACTATCCAGG 


TAGTTGGTCA 


1010 


1020 


1030 


1040 


1050 


GGGGCACGCT 


GGCCACCTCC 


CCGAAGCCGG 


AGTACTTGCT 


GCTGATGCCA 


1060 


1070 


1080 


1090 


1100 


TACTC-CTGTT 


TTTGCAGGAA 


GTCCTCCAGA 


AGCCCATGCT 


CCTTCAGCGC 


1110 


1120 


1130 


1140 


1150 


CTTCCTCAGA 


GACTTGCCTT 


TGTACAGAGG 


GATTCTGGTG 


ATCTCAGTGG 


1160 


1170 


1180 


1190 


1200 


CAAGAGCAAC 


AGCCACAAGA 


CAGGTAAGGA 


TGAGAAGTTT 


CATGGTTGTC 



1210 
AAGATCTGCA 3' 



Patentanspriiche 

1. Rekombinantes DNA-Konstrukt zur Expression von Proteinen in der Milchdruse transgener Saugetiere 
und nachfolgender Sekretion in die Milch, dadurch gekennzeichnet, daC es die folgenden DNA- 
Bereiche in der angegebenen Reihenfolge und in funktioneller VerknOpfung zueinander entliait: 

(1) eine Transkriptions-Kontrollregion aus einem Oder nnehreren spezifisch in der Milchdruse aktivier- 
ten Qenen, 
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(2) ein erster DNA-Sequenzbereich. der nicht translatlert wird. 

(3) eine DNA-Sequenz. die fur ein SIgnalpeptid kodiert. das eine Sekretion in die Milch eriaubt. 

(4) eine DNA-Sequenz. welche die genetische Information fur ein heterologes Peptid Oder ein 
Protein enthalt und 

5 (5) eine DNA-Sequenz. die eine Polyadenyilerungsstelle und ein Transkriptions-Terminationssignal 

enthalt. 

2. DNA-Konstrukt nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, dafl die Transkriptions-Kontrollregion aus 
einem Oder mehreren Genen der Caseinfamiiie stammt. 

70 

3. DNA-Konstrukt nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, dai5 die Transkriptions-Kontrollregion aus 
dem a-Si-Caselngen stammt. 

4. DNA-Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB der erste nicht- 
75 translatierte Bereich das Exon I aus einem Gen der Caseingenfamilie, vorzugsweise dem a-St- 

Caseingen enthalt. 

5. DNA-Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der erste nicht- 
translatierte Bereich das Intron aus einem Gen der Caseingenfamilie, vorzugsweise dem a-Si -Casein- 

20 gen enthalt. 

6. DNA-Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 -die fur ein 
SIgnalpeptid kodierende DNA-Sequenz die Signalsequenz des zu exprimierenden Proteins oder die 
Signalsequenz eines In die Milch sekretierten Proteins ist. 

25 

7. DNA-Konstrukt nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, 6aB die Signalsequenz aus dem a-Si- 
Caseingen stammt 

8. DNA-Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dai3 as eine DNA- 
30 Sequenz (4) enthalt, die fur ein Peptid Oder ein Protein in aktiver Form ohne Fusionsanteil kodiert. 

9. DNA-Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 6aB es eine DNA- 
Sequenz (4) enthalt, die fur ein Peptid oder ein Protein in einer inaktlven Vorlauferform ohne 
Fusionsanteil kodiert. 

35 

10. DNA-Konstrukt nach Anspruch 8 oder 9. dadurch gekennzeichnet, dai3 es eine DNA-Sequenz (4) 
enthSlt. die fur das Prorennin aus dem Rind oder den menschlichen IGF-I kodiert. 

11. DNA-Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi es zwischen den 
40 DNA-Sequenzen (4) und (5) einen zweiten nicht-translatierten Sequenzbereich enthalt. 

12. DNA-Konstrukt nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, da/3 der zweite nicht-translatierte DNA- 
Sequenzbereich den Exon/lntron-Ubergang zwischen dem vorletzten Exon und dem letzten Intron 
einem Gen der Caseingenfamilie, vorzugsweise des a-Si-Caselngens enthalt. 

45 

13. DNA-Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 12. dadurch gekennzeichnet, dafi es an einem 3- 
Ende noch zusatzliche nichttranskribierte und nicht-translatierte DNA-Sequenzen enthMIt 

14. DNA-Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dafl es an seinem 5'- 
50 und 3'-Ende jeweils eine Restriktionsschnittsteile eines oder mehrerer Enzyme enthalt, die Innerhalb 

des ONA-Konstruktes keine Schnittstelle besitzen. 

15. Rekombinanter Vektor. dadurch gekennffilchnet, da/) er ein DNA-Konstrukt nach einem der Anspru- 
che 1 bis 14 enthalt. 

55 

16. Verfahren zur Gewlnnung von Proteinen aus der Milch transgener Tiere, dadurch gekennzeichnet, 
da0 man eine rekombinante DNA nach einem der Anspruche 1 bis 14 oder einem rekombinanten 
Vektor nach Anspruch 15 in die Keimbahn eines Tieres einbringt und das Protein auf Qbliche Weise 

23 
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aus der Milch des Tieres oder seiner weiblichen Nachkommen isoliert. 

17. Verfahren nacii Ansprucli 16. dadurch gekennzeichnet, dafi man eine rekombinante DNA nach einem 
der Anspruche 1 bis 14 durch Mikroinjektion In die Keimbaiin eines Tieres einbringt. 

5 

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, dai3 man ein Tier verwendet in 
dessen Milch kein endogenes, dem zu exprimterenden Protein homologes Protein vorllegt. 

19- Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, da/3 man ein Tier verwendet in 
10 dessen Milch ein endogenes, dem zu exprimierenden Protein vollstandig homologes Protein vorliegt. 

20. Verfahren nach Anspruch 16 zur Gewinnung eines aus zwei Oder mehreren verschiedenen Untereinhei- 
ten zusammengesetzten Proteinkomplexess. dadurch gekennzeichnet, da/J man transgene Tiere 
verwendet, die zwei oder mehrere verschiedene DNA-Konstrukte nach einem der Anspruche 1 bis 13 in 
IS ihrem Genom integriert besitzen. 

21- Verfahren zur Herstellung transgener Tiere. die zwei oder mehrere verschiedene Fremdgene in ihrem 
Genom integriert besitzen. dadurch gekennzeichnet, dafi man 

(1) zwei transgene Tiere der gleichen Art, die aber jeweils ein oder mehrere verschiedene 
20 Fremdgene in ihrem Genom integriert besitzen, auf Qbliche Weise herstellt. diese Tiere oder deren 

Nachkommen miteinander kreuzt und aus den Nachkommen diejenigen transgenen Tiere auswahlt. 
welche gleichzeitig fur die verschiedenen Fremdgene beider Elterntiere positiv sind, oder 

(2) ein transgenes Tier auf ubiiche Weise herstellt, wobei man ein Fremdgen in die Keimbahn eines 
Tieres einbringt, das bereits eines oder mehrere andere Fremdgene in seinem Genom integriert 

25 besitzt. 

22- Verfahren nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet, dafl man zum Einbringen eines Fremdgens 
ein DNA-Konstrukt nach einem der AnsprQche 1 bis 14 oder einen Vektor nach Anspruch 15 verwendet. 

30 23- Milch eines transgenen Tieres, das ein oder mehrere rekombinante DNA-Konstrukte nach einem der 
Anspruche 1 bis 14 in seinem Genom integriert enthalt. 

24. Rekombinantes DNA-Konstrukt. dadurch gekennzeichnet, dafi es die DNA-Bereiche (1). (2). (3) und 
(5) nach einem der Anspruche 1 bis 7 und anstelle des DNA-Bereichs (4), welcher die genetische 

35 Information fUr ein heterologes Peptid oder ein Protein enthailt eine Ktonlerungsstelle enthglt. 

25. DNA-Konstrukt nach Anspruch 24. dadurch gekennzeichnet, daJS es einen oder mehrere weitere 
DNA-Bereiche nach einem der Anspruche 11 bis 14 enthalt. 

40 26. DNA-Konstrukt nach Anspruch 24 oder 25. dadurch gekennzeichnet, da0 die Klonierungsstelle die 
Schnittsteilen fur mehrere Restriktlonsenzyme umfadt. 
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@ Die Erfindung betrifft ein rekombinantes DNA- 
Konstrukt zur Expression von Proteinen in der Milch- 
druse transgener Saugetiere und nachfolgender Se- 
kretion in die Mitch, das die folgenden DNA-Berei- 
Che in der angegebenen Reihenfolge und in funktio- 
neller Verknupfung zueinander enthalt: 

(1) eine Transkriptions-Kontrollregion aus einem 
Oder mehreren spezifisch in der Milchdruse akti- 
vierten Genen. 

(2) ein erster DNA-Sequenzbereich, der nicht 
translatiert wird, 

(3) eine DNA-Sequenz, die fQr ein Signatpeptid 
kodlert, das eine Sekretion in die Milch eriaubt, 

(4) eine DNA-Sequenz. welche die genetische 
Infornnation fur ein heterologes Peptid Oder ein 
Protein enthalt und 

(5) eine DNA-Sequenz. die eine Polyadenyiie- 
rungsstelle und ein Transkriptions-Terminationssi- 
gnal enthalt. 

Die Erfindung betrifft weiterhin einen rekombin- 
anten Vektor. der ein solches Konstrukt enthalt, so- 
wie Verfahren zur Gewinnung von Proteinen aus der 
Milch transgener Tiere, in deren Genom ein erfin- 
dungsgema/Ses DNA-Konstrukt integriert ist. 
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